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(57) Abstract: The invention relates to a method for inhibiting the expression of a target gene in a cell, comprising the following 
steps: introduction of an amount of at least one dual-stranded ribonucleic acid (dsRNA I) which is sufficient to inhibit the expression 
of the target gene. The dsRNA I has a dual-stranded structure formed by a maximum of 49 successive nucleotide pairs. One strand 
(asl) or at least one section of the one strand (asl) of the dual-stranded structure is complementary to the sense strand of the target 
gene. The dsRNA has an overhang on the end (El) of dsRNA I formed by 1 - 4 nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betriffi ein Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zelle umfas- 
send die folgenden Schritte: Einfuhren mindestens einer doppelstangigen Ribonukleinsaure (dsRNA I) in einer zur Hemmung der 
Expression des Zielgens ausreichenden Menge, wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 aufeinanderfolgenden 
Nukleotidpaaren gebildete Struktur aufweist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (asl) der 
doppelstrangigen Struktur komplementar zum Sinn-Strang des Zielgens ist, und wobei die dsRNA am einen Ende (El) der dsRNA 
I einen aus 1 bis 4 Nukeotiden gebildeten iiberhang aufweist. 
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Verfahren zur Heiranung der Expression eines Zielgens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Verwendung und ein 
Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens. 

5 

Aus der WQ 99/32619 sowie der WO 00/44895 sind Verfahren zur 
Hemmung der Expression von medizinisch oder biotechnologisch 
interessanten Genen mit Hilfe einer doppelstrangigen Ribonu- 
kleinsaure (dsRMA) bekannt . Die bekannten Verfahren sind zwar 
10 hoch effektiv. Es besteht gleichwohl das Bedurfnis, deren Ef - 
fizienz weiter zu steigern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere 
15 ein Verfahren, eine Verwendung und ein Medikament angegeben 
werden, mit denen eine noch effizientere Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens erreichbar ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 41 und 
20 81 gelost . Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 40, 42 bis 80 und 82 bis 12 0. 

Mit den erfindungsgema.fi beanspruchten Merkmalen wird uberra- 
schenderweise eine drastische Erhohung der Effektivitat der 

2 5 Hemmung der Expression eines Zielgens in vitro und in vivo 

erreicht . Durch die besondere Ausbildung der Enden der dsRNA 
kann sowohl deren Eff izienz bei der Vermittlung der hemmenden 
Wirkung auf die Expression eines Zielgens als auch deren Sta- 
bilitat gezielt beeinflusst werden. Durch die VergoEerung der 

3 0 Stabilitat wird die wirksame Konzentrat ion in der Zelle er- 

hoht . 

Unter einem "Zielgen" im Sinne der Erfindung wird der DNA- 
Strang der doppelstrangigen DNA in der Zelle verstanden, wel - 
35 cher koplementar zu einem bei der Transkription als Matritze 
dienenden DNA-Strang einschliefilich aller transkibierten Be- 
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reiche ist. Bei dem "Zielgen" handelt es sich also im allge- 
meienen urn den Sinnstrang. Der eine Strang bzw. Anti- 
sinnstrang (asl) kann komplementar zu einem bei der Expressi- 
on des Zielgens gebildeten RNA-Transkipt oder deren Prozes- 
5 sierungsprodukt , z.B. eine mRNA, sein. Unter "Einfuhren" wird 
die Aufnahme in die Zelle verstanden. Die Aufnahme kann durch 
die Zelle selbst erfolgen; sie kann auch durch Hilfsstoffe 
oder Hilfsmittel vermittelt werden. Unter einem "Uberhang" 
wird ein endstandiger einzelstrangiger Uberstand verstanden, 

10 welcher nicht nach Watson & Crick gepaarte Nukleotide auf- 
weist. Unter einer "doppelstrangigen Struktur" wird eine 
Struktur verstanden, bei der die Nukleotide der Einzelstrange 
im Wesentlichen nach Watson & Crick gepaart sind. Im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung kann eine doppelstrangige Struktur 

15 auch einzelne Fehlpaarungen ("Mismatches") aufweisen. 

Nach einer besonderes vorteilhaf ten Ausgestaltung weist die 
dsRNA I den Uberhang am 3 1 -Ende des einen Strangs bzw. Anti- 
sinnstrangs asl und/oder am 3 1 -Ende des anderen Strangs bzw. 

2 0 Sinnstrang ssl auf . Die dsRNA I kann auch an einem Ende glatt 

ausgebildet sein. In diesem Fall befindet sich das glatte En- 
de vorteilhaf terweise auf der Seite der dsRNA I, die das 5 1 - 
Ende des einen Strangs (Antsinnstrang; asl) . In dieser Aus- 
bildung zeigt die dsRNA I einerseits eine sehr gute Effekti- 
25 vitat und andererseits eine hohe Stabilitat im lebenden Orga- 
nismus. Die Effektivitat insgesamt in vivo ist hervorragend . 
Der Uberhang ist zweckmaSigerweise aus 1 bis 4 Nukleotiden, 
vorzugsweise aus 1 oder 2 Nukleotiden, gebildet. 

3 0 Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal kann die Effektivi- 

tat de^s Verfahrens weiter erhoht werden, wenn zumindest eine 
entsprechend der erf indungsgemaSen dsRNA I ausgebildete wei- 
tere dsRNA II in die Zelle eingefuhrt wird, wobei der eine 
Strang oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs der 
3 5 doppelstrangigen Struktur der dsRNA I komplementar zu einem 
ersten Bereich des Sinnstrangs des Zielgens ist, und wobei 
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ein weiterer Strang oder zumindest ein Abschnitt des weiteren 
Strangs der doppelstrangigen Struktur der weiteren dsRNA II 
komplementar zu einem zweiten Bereich des Sinnstrangs des 
Zielgens 1st. Die Hemmung der Expression des Zielgens ist in 
5 diesem Fall deutlich gesteigert. Der erste und der zweite Be- 
reich konnen abschnitt sweise uberlappen, aneinander grenzen 
oder auch voneinander beabstandet sein. 

Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, wenn die dsRNA I 
10 und/oder die weitere dsRNA II eine Lange von weniger als 2 5 
aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweisen. Als beson- 
ders effektiv hat sich eine Lange im Bereich zwischen 19 und 
23 Nukleotidpaaren erwiesen. Die Effizienz kann weiter ge- 
steigert werden, wenn an den vorzugsweise aus 19 bis 23 Nu- 
15 kleotidpaaren gebildeten Doppelstrangen einzelstrangige Uber- 
hange von 1 bis 4 Nukleotiden vorhanden sind. 

Das Zielgen kann nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal 
eine der in dem anhangenden Sequenzprotokoll wiedergegebenen 

2 0 Sequenzen SQ001 bis SQ14 0 aufweisen. Es kann auch aus der 

folgenden Gruppe ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id- 
Protein-Gen, Priongen, Gene zur Expression von Angiogenese 
induzierenden Molekiilen, von Adhasions -Molekiilen und 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 

25 stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierende Molekiilen sowie Gene zur Expression des EGF- 
Rezeptors. Beim Zielgen kann es sich insbesondere urn das 
MDRl-Gen handeln. Es kann in diesem Zusammenhang eine der Se- 

30 quenzen SQ141 - 173 bestehende bzw. ein aus jeweils zusammen- 
gehorenden Antisinn (as) - und Sinnsequenzen (ss) kombinierte 
dsRNA I /I I verwendet werden. 

Nach einem weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltungsmerkmal wird 
35 die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz gehemmt . 
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Das Zielgen wird zweckmaSigerweise in pathogenen Organismen, 
vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert . Es kann Bestandteil 
eines Virus oder Viroids, insbesondere eines humanpathogenen 
Virus oder Viroids, sein. Das Virus oder Viroid kann auch ein 
5 tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid sein. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist vorgesehen, 
dass die ungepaarten Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate 
substituiert sind . 

10 

Zumindest ein Ende der dsRNA I/II kann modifiziert werden, um 
einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Ein- 
zelstrange entgegenzuwirken . Vorteilhaf terweise wird dazu der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
15 der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verknupfung erhoht . Die chemische Verknupfung kann durch eine 
kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstof f briickenbin- 
dung , hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechelwirkungen, oder durch Metall- 

2 0 Ionenkoordination gebildet werden. Es hat sich weiter als 

zweckmaSig und die Stabilitat erhohend erwiesen, wenn die 
chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes gebildet 
ist. Weitere vorteilhaf te Ausgestaltungen hinsichtlich der 
chemischen Verknupfung konnen den Merkmalen der Anspruche 24 
25 bis 3 0 entnommen werden, ohne dass es dafur einer naheren Er- 
lauterung bedarf . 

Die dsRNA I/II kann dann besonders einfach in die Zelle ein- 
geschleust werden, wenn sie in micellare Strukturen, vorteil- 

3 0 haf terweise in Liposomen, eingeschlossen wird. Zum Transport 

der dsRNA I/II in die Zelle hat es sich auch als vorteilhaft 
erwiesen, dass diese an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes 
virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon um- 
3 5 geben werden. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus abgelei- 
tet sein. Das Hullprotein kann insbesondere das Virus-Protein 
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1 unci/ oder das Virus -Protein 2 des Polyomavirus enthalten. 
Nach einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
5 sidartigen Gebildes gewandt ist. Ferner ist es von Vorteil, 

dass der eine Strang der dsRNA I/II (asl/2) zum primaren oder 
prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 
Die Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle sein. 

10 

Weiterhin hat es sich gezeigt, dass die dsRNA I/II vorteil- 
hafterweise bereits in einer Menge von hochstens 5 mg/kg Kor- 
pergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem Men- 
schen, verabreicht werden kann. Bereits in dieser geringen 
15 Dosis wird eine ausgezeichnete Effektivitat erzielt. 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die dsRNA I/II zur 
Applikation in eine Puffer 16 sung aufgenommen und dann oral 
oder mittels Injektion oder Infusion intravenos, intratumo- 
2 0 ral, inhalativ, intraperitoneal verabreicht werden kann. 

Erf indungsgemaS ist weiterhin die Verwendung einer doppel- 
strangigen Ribonukleinsaure (dsRNA I) zur Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens in einer Zelle vorgesehen, wobei die 

2 5 dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 4 9 aufeinander 

folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur aufweist, und 
wobei ein Strang (Ant is inns t rang / asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Sinnstrang des Zielgens ist, und wobei die 

3 0 dsRNA I zumindest an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden 

gebildeten Uberhang auf weist . 

Nach weiterer Mafigabe der Erfindung ist ein Medikament zur 
Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zelle vorgese- 
3 5 hen, enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA 
I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens ausrei- 
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chenden Menge, wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus 
hochstens 4 9 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren Struktur 
aufweist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
5 komplementar zum Sinnstrang des Zielgens ist, und wobei die 
dsRNA I zumindest an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden 
gebildeten Uberhang aufweist. 

Wegen der weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltung der dsRNA I/II 
10 wird auf die vorangegangenen Ausfuhrungen verwiesen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen und 
Ausfuhrungsbeispiele beispielhaft erlautert . Es zeigen: 

15 Fig. la, b schematisch eine erste und zweite doppelstran- 



gige RNA und 



Fig. 2 



schematisch ein Zielgen, 



20 Fig. 3 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (erstes Ex- 
periment) , 



25 



Fig. 4 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (zweites 
Experiment) , 



Fig. 5 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (drittes 
Experiment) , 



30 



Fig . 6 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (viertes 
Experiment) , 



35 
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Fig. 7 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 

schiedener dsRNA in HeLa-S3 -Zellen (fiinftes 
Experiment) , 

5 Fig. 8 f luoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 

NIH/3T3 -Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP 
bzw nach Kotransf ekt ion mit pcDNA-YFP und ver- 
schiedenen dsRNAs, 

10 Fig. 9 f luoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HeLa- 

S3 -Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP bzw. 
nach Kotransf ektion mit pcDNA-YFP und ver- 
schiedenen dsRNAs, 

15 Fig. 10 gelelektrophoretische Auftrennung von SI nach 

Inkubation in Maus- Serum, 

Fig. 11 gelelektrophoretische Auftrennung von SI nach 

Inkubation in humanem Serum, 

20 

Fig. 12 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach 

Inkubation in Maus- Serum, 

Fig. 13 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach 

2 5 Inkubation in humanem Serum, 

Fig. 14 gelelektrophoretische Auftrennung von K3 nach 

Inkubation in Maus -Serum, 

3 0 Fig. 15 gelelektrophoretische Auftrennung von PKCl/2 

nach Inkubation in Maus -Serum, 

Fig. 16 gelelektrophoretische Auftrennung von S1A/S4B 

nach Inkubation in humanem Serum, 

35 
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Fig. 17 gelelektrophoretische Auftrennung von K2 nach 

Inkubation in humanem Serum und 

Pig. 18 GFP-spezif ische Immunoperoxidase- Farbung an 

5 Nieren-Paraf f inschnitten transgener GFP-Mause, 

Fig. 19 GFP-spezif ische Immunoperoxidase -Farbung an 

Herz-Paraff inschnitten transgener GFP-Mause, 

10 Fig. 2 0 GFP-spezif ische Immunoperoxidase -Farbung an 

Pankreas-Paraff inschnitten transgener GFP- 
Mause, 

Fig. 21 Western-Blot -Analyse der GFP- Expression im 

15 Plasma, 

Fig. 22 Western-Blot -Analyse der GFP-Expression in der 

Niere , 

20 Fig. 23 Western-Blot -Analyse der GFP-Expression im 

Herz , 

Fgi . 24 Western-Blot -Analyse der EGFR-Expression in U- 

87 MG Glioblastom-Zellen, 

25 

Fig. 2 5a Northern-Blot -Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in 

der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die 
Zellen nach 74 Stunden geerntet wurden, 

30 Fig. 25b Quant if izierung der Banden nach Fig. 25a, wo- 

bei die Mittelwerte aus zwei Werten darge- 
stellt sind, 

Fig. 2 6a Northern-Blot -Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in 

35 der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die 

Zellen nach 48 Stunden geerntet wurden, 



WO 02/055693 



9 



PCT/EP02/00152 



Fig. 2 6b Quant if izierung cier Banden nach Fig. 2 6a, wo- 

bei die Mittelwerte aus zwei Werten darge- 
stellt sind, 

5 

Fig. 27 vergleichende Darstellung einer durchlicht- 

und f luore s zenzmikroskopi schen Aufnahme einer 
Transfektion mit 175 nM dsRNA (Sequenz Rl in 
Tabelle 4) . 

10 

Die in den Fig. la und lb schematisch gezeigten doppelstran- 
gigen Ribonukleinsauren dsRNA I und dsRNA II weisen jeweils 
ein erstes Ende El und ein zweites Ende E2 auf . Die erste und 
die zweite Ribonukleinsaure dsRNA 1/dsRNAII weisen an ihren 

15 beiden Enden El und E2 einzelstrangige , aus etwa 1 bis 4 un- 
gepaarten Nukleotiden gebildete Abschnitte auf. Es sind zwei 
mogliche Varianten dargestellt (Variante 1 und 2) , wobei Va- 
riante 2 ein glattes Ende (E2) aufweist. Das glatte Ende kann 
jedoch auch in einer weiteren Variante am anderen Ende (El) 

20 liegen. 

In Fig. 2 ist schematisch ein auf einer DNA befindliches 
Zielgen gezeigt . Das Zielgen ist durch einen schwarzen Balken 
kenntlich gemacht . Es weist einen ersten Bereich Bl und einen 
25 zweiten Bereich B2 auf. 

Jeweils der eine Strang der ersten dsRNA I (asl) bzw. der 
zweiten dsRNA II (as2) ist komplementar zum entsprechenden 
Bereich Bl bzw. B2 auf dem Zielgen. 

30 

Die Expression des Zielgens wird dann besonders wirkungsvoll 
gehemmt, wenn die dsRNA 1/dsRNA II an ihren Enden El, E2 ein- 
zelstrangige Abschnitte aufweist. Die einzelstrangigen Ab- 
schnitte konnen sowohl am Strang asl oder as2 als auch am Ge- 
35 genstrang (ssl bzw. ss2) pder am Strang asl, as2 und am Ge- 
genstrang ausgebildet sein. 
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Die Bereiche Bl und B2 konnen, wie in Fig. 2 gezeigt, von 
einander beabstandet sein. Sie konnen aber auch aneinander 
grenzen oder uberlappen. 

5 

I. Hemmung der Expression des YFP-Gens in Fibroblasten : 
Es wurden aus Sequenzen des Yellow Fluorescent Proteine 
(YFP) , einer Variante des GFP (Grun-f luoreszierendes Protein) 
der Alge Aequoria victoria, abgeleitete doppelstrangige RNAs 
10 (dsRNAs) hergestellt und zusammen mit einem YFP-kodierenden 
Plasmid in Fibroblasten mikroinj iziert . Anschlieteend wurde 
die Fluoreszenzabnahme gegenuber Zellen ohne dsRNA ausgewer- 
tet . 

15 Versuchsprotokoll ; 

Mittels eines RNA- Synthes i zer (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und he rkomml i che r 
chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen 
SQ148 , 149 und SQ159 ersicht lichen RNA- Einzel strange und die 

20 zu ihnen komplementaren Einzel strange synthet isiert . An- 
schlieSend erfolgte die Reinigung mit Hilfe der HPLC . Die Hy- 
bridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolgte 
durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM NaCl , 

2 5 auf 90 °C und nachf olgendes langsames Abkuhlen uber 6 Stunden 
auf Raumtemperatur . Die so erhaltenen dsRNAs wurden in die 
Testzellen mikroinj iziert . 

Als Testsystem fur diese Zellkultur-Experimente diente die 
30 murine Fibroblasten-Zellinie NIH/3T3, ECACC No. 93061524 (Eu- 
ropean Collection of Animal Cell Culture) . Fur die Mikroin- 
jektionen wurde das Plasmid pcDNA-YFP verwendet, das ein 
800bp groSes Bam Hl/Eco RI -YFP -Fragment in den entsprechenden 
Restriktionsschnittstellen des Vectors pcDNA3 enthalt . Die 
35 Expression des YFP wurde unter dem EinfluE. gleichzeitig mit- 
transf izierter sequenzhomologer dsRNA untersucht . Die Auswer- 
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tung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte friihestens 3 
Stunden nach Injektion anhand der griinen Fluoreszenz. 

Vorbereitung der Zellkulturen : 
5 Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM mit 4,5 g/1 Glu- 
cose, 10 % fotalem Kalberserum (FCS) , 2 mM L-Glutamin, Peni- 
cillin/Streptomycin (100 IE/100 /Kj/ml, Biochrom) im Brut- 
schrank unter 5 % C0 2 - Atmosphare bei 3 7°C. Die Zellen wurden 
alle 3 Tage passagiert, urn sie in der exponent i ell en Wachs- 

10 tumsphase zu halt en. Einen Tag vor der Durchfuhrung der 
Transf ektion wurden die Zellen trypsiniert (lOx Tryp- 
sin/TEDTA, Biochrom) und mit einer Zelldichte von 0,3 x 10 5 
Zellen in beschichteten Petrischalen (CORNING® Cell Culture 
Dish, 35 mm, Corning Inc., Corning, USA) ausgesat . Die Petri - 

15 schalen wurden mit 0,2 % Gelatine (Biochrom) fur mindestens 
3 0 Minuten bei 3 7 °C inkubiert, einmal mit PBS gewaschen und 
sofort fur die Aussaat der Zellen verwendet . Urn ein Wieder- 
finden individueller Zellen zu ermoglichen, wurden CELLocate 
Coverslips der Fa. Eppendorf (Square size 55 fim) verwendet. 

20 

Mikroinj ektion : 

Zur Durchfuhrung der Mikroinj ektion wurden die Petrischalen 
ca. 10 Minuten aus dem Brutschrank genommen. Pro Schale und 
Ansatz wurden ca. 50 Zellen mikroinj iziert (FemtoJet; Mikro- 

2 5 manipulator 5171, Eppendorf) . Fur die Mikroinj ektion wurden 

Glaskapillaren (FemtoTip) der Firma Eppendorf mit einem Spit- 
zeninnendurchmesser von 0,5 /im verwendet. Die Inj ektionsdauer 
betrug 0,8 Sekunden und der Druck 3 0 hPa . Durchgefuhrt wurden 
die Mikroinj ektionen an einem Olympus 1X5 0 Mikroskop mit 

3 0 Fluoreszenzeinrichtung . Als Inj ektionspuf f er wurde 14 mM 

NaCl, 3 mM KCl , 10 mM KH 2 P0 4 , pH 7,0 verwendet, der 0,01 
ixg/fil pcDNA-YFP enthielt . Zur Uberprufung einer erf olgreichen 
Mikroinj ektion wurde der Inj ektionslosung jeweils 0,08% (w/v) 
an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot (Molecular Probes, 
35 Leiden, Niederlande) zugesetzt. Um die Inhibition der YFP- 

Expression mit spezifischer dsRNA zu untersuchen, wurden der 
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Inj ektionslosung dsRNAs zugegeben: Ansatz 1: 0,1 [iM dsRNA 
(Sequenzprotokoll SQ148/149) ; Ansatz 2: 0,1 pM dsRNA (Se- 
quenzprotokoll SQ148/159) ; Ansatz 3: ohne RNA. Nach der Mi- 
kroinjektion wurden die Zellen fur mindestens drei weitere 
5 Stunden im Brutschrank inkubiert . Danach wurden die intra- 
zellulare YFP-Fluoreszenz am Mikroskop ausgewertet: 
gleichzeitig rot und grun-f luoreszierende Zellen: Mikroinjek- 
tion war erfolgreich, es wird keine Inhibition der YFP- 
Expression durch dsRNA beobachtet; bzw. es handelt sich um 
10 Kontrollzellen, in die keine dsRNA injiziert wurde; 

nur rot- f luoreszierende Zellen: Mikroinj ektion war erfolg- 
reich, die dsRNA inhibiert YFP-Expression . 

Ergebnisse : 

15 Bei einer dsRNA-Konzentration von 0,1 jjlM konnte beim Einsatz 
der dsRNA mit den an beiden 3 " -Enden um je zwei Nukleotide 
uberstehenden Einzelstrangbereichen (Sequenzprotokoll 
SQ148/159) eine merklich erhohte Hemmung der Expression des 
YFP-Gens in Fibroblasten beobachtet werden im Vergleich zur 

2 0 dsRNA ohne uberstehende Einzelstrangenden (Tabelle 1) . 

Die Verwendung von kurzen, 19-25 Basenpaare enthaltenden, 
dsRNA-Molekulen mit Uberhangen aus wenigen, vorzugsweise 1 
bis 3 nicht-basengepaarten, einzelstrangigen Nukleotiden er- 
2 5 moglicht somit eine vergleichsweise starkere Hemmung der 

Genexpression in Sauger zellen als die Verwendung von dsRNAs 
mit derselben Anzahl von Basenpaaren ohne die entsprechenden 
Einzelstranguberhange bei jeweils gleichen RNA- 
Konzentrationen. 



30 
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Ansatz 


Name 


SecTuenztDarotokol 1 -Nr . 


U • ± J4JXL 


1 


S1A/ 
SIB 


SQ148 
SQ149 


+ 


2 


S1A/ 
S4B 


SQ14 8 (uberstehende Enden) 
SQ159 


+ + + 


3 




ohne RNA 





Tabelle 1: Die Symbole geben den relativen Anteil an nicht 
oder schwach griin-f luoreszierenden Zellen an (+++ > 90%; ++ 
60-90%; + 30-60%; - < 10%) . 

II. Hemmung der Genexpression eines Zielgens in kultivierten 
HELA- S3 -Zellen und Mausf ibroblasten durch dsRNA: 



10 Die Effektivitat der Inhibition der YFP-Expression nach tran- 
sienter Transfektion eines YFP-codierenden Plasmids auf der 
Basis der RNA-Interf erenz mit dsRNAs lafit sich durch Gestal- 
tung der 3 "-Enden und der Lange des basengepaarten Bereichs 
modulieren. 

15 

Ausfuhrungsbeispiel : 



Zum Wirksamkeitsnachweis der dsRNA bei der spezifischen Inhi- 
bition der Genexpression wurden transient transf izierte 

2 0 NIH/3T3 -Zellen (Fibroblasten aus NIH Swiss Maus embryo , ECCAC 
(European collection of animal cell culture) Nr. 93061524) 
und HELA- S3 (humane cervikale Karzinomzellen, DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul turen) Nr. ACC 161) 
verwendet . Fur die Transfektion wurde das Plasmid pcDNA-YFP 

2 5 verwendet, das ein 800 bp groSes Bam HI /Eco RI -YFP- Fragment 
in den entsprechenden Schnittstellen des Vektors pcDNA3 ent- 
halt. Aus der Sequenz des gelb-f luoreszierenden Proteins 
(YFP) abgeleitete doppelstrangige RNAs (dsRNAs) wurden herge- 
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stellt und zusammen mit dem Plasmid pcDNA-YFP transient in 
die Fibroblasten transfiziert (Die verwendeten spezifischen 
dsRNAs sind in ihren Antisinn-Strangen komplementar zu ent- 
sprechenden Abschnitten der Gensequenzen von sowohl YFP als 
5 auch GFP) . Nach 4 8 Stunden wurde die Fluoreszenzabnahme quan- 
tifiziert. Als Kontrollen fungierten Zellen, die entweder nur 
mit pcDNA-YFP oder mit pcDNA-YFP und einer Kontroll -dsRNA 
(nicht aus der YFP-Sequenz abgeleitet) transfiziert wurden . 

10 Versuchsprotokoll : 

dsRNA-Synthese : 

Mittels eines RNA-Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher che- 

15 mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 

sichtlichen RNA-Einzel strange und die zu ihnen komplementar en 
Einzelstrange synthetisiert . AnschlieSend erfolgte die Reini- 
gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der HPLC . Verwendet 
wurde die Saule NucleoPac PA- 10 0, 9x2 5 0 mm, der Fa. Dionex; 

20 als Niedersalz-Puf f er 20 mM Tris, 10 mM NaCl0 4/ pH 6,8, 10% 
Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 
NaC10 4 , pH 6,8, 10% Acetonitril. Der Flute betrug 3 ml/ Minu- 
te. Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang er- 
folgte durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Ein- 

25 zelstrange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM 

NaCl, auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkuhlen uber 6 
Stunden auf Raumtemperatur . 

Aussaat der Zellen: 
3 0 Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in 
einer entsprechenden Werkbank (HS18, Hera Safe, Kendro, 
Heraeus) durchgef uhrt . Die Kultivierung der NIH/3T3 -Zellen 
und der HELA-S3 erfolgte im Brutschrank (C0 2 - Inkubator T2 0, 
Hera cell, Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% C0 2 und gesattigter 
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Luf tf euchtigkeit in DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, 
Biochrom) , fur die Mausf ibroblasten, und Ham's F12 fur die 
HELA-Zellen mit 10% FCS (fetal calf serum, Biochrom) , 2 mM L- 
Glutamin (Biochrom) und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 
5 /ig/ml, Biochrom) . Um die Zellen in der exponentiellen Wachs- 
tumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage passa- 
giert . 24 Stunden vor der Durchfuhrung der Transfektion wur- 
den die Zellen trypsiniert (lOx Trypsin/EDTA, Biochrom, 
Deutschland) und mit einer Zelldichte von 1,0 x 10 4 Zel- 
10 len/Vertiefung in einer 96-Loch-Platte (Multiwell Schalen 96- 
Well Flachboden, Labor Schubert & Weiss GmbH) in 150 fxl 
Wachstumsmedium ausgesat . 

15 

Durchfuhrung der transienten Transfektion: 

Die Transfektion wurde mit Lipof ectamine Plus™ Reagent (Life 
Technologies) gemafe den Angaben des Herstellers durchgef uhrt . 
Pro Well wurden 0,15 fig pcDNA- YFP-Plasmid eingesetzt. Das Ge- 
2 0 samt - Trans f ekt i ons volumen betrug 6 0 jul . Es wurden jeweils3- 
fach-Proben angesetzt. Die Plasmid-DNA wurde zuerst zusammen 
mit der dsRNA komplexiert . Dazu wurde die Plasmid-DNA und die 
dsRNA in serumfreiem Medium verdunnt und pro 0,1 jug Plasmid- 
DNA 1 /il PLUS Reagent eingesetzt (in einem Volumen von 10 /xl) 

2 5 und nach dem Mischen fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inku- 

biert. Wahrend der Inkubation wurde pro 0,1 /xg Plasmid-DNA 
0,5 fxl Lipof ectamine in insgesamt 10 ill serumfreiem Medium 
verdunnt, gut gemischt, zu dem Plasmid/dsRNA/PLUS -Gemisch zu- 
gegeben und nochmals 15 Minuten inkubiert . Wahrend der Inku- 

3 0 bation wurde ein Mediumwechsel durchgef uhrt . Die Zellen wur- 

den dazu 1 x mit 20 0 fxl serumfreiem Medium gewaschen und da- 
nach mit 4 0 fil serumfreiem Medium bis zur Zugabe von 
DNA/dsRNA/PLUS/Lipof ectamine weiter im Brutschrank inkubiert. 
Nach der Zugabe von 2 0 [il DNA/dsRNA/ PLUS /Lipof ectamine pro 
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Well wurden die Zellen fur 2,5 Stunden im Brutschrank inku- 
biert . AnschlieSend wurden die Zellen nach der Inkubation 1 x 
mit 2 00 fxl Wachstumsmedium gewaschen und fur 24 Stunden bis 
zur Detektion der Fluoreszenz in 200 fil Wachstumsmedium im 
5 Brutschrank inkubiert . 

Detektion der Fluoreszenz: 

24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurde die Fluores- 
zenz der Zellen am Fluoreszenz-Mikroskop (IX50-S8F2, Fluores- 

10 zenz-Einheit U-ULSlOOHg, Brenner U-RFL-T200, Olympus) mit ei- 
ner USH- I02D-Quecksilber-Lampe (USHIO Inc., Tokyo, Japan), 
ausgestattet mit einem WIB-Fluoreszenz-Wiirf el und einer digi- 
talen CCD-Kamera (Orca Illm, Hamamatsu) und C4742-95 Kamera- 
Controller) photographiert . Die Auswertung der Fluores- 

15 zenzauf nahmen erfolgte mit der analysis -Software 3.1 (Soft 
Imaging Sytem GmbH, Deutschland) . Urn die YFP- Fluoreszenz in 
Relation zur Zelldichte zu setzen, wurde eine Zellkernf arbung 
(Hoechst-Staining) durchgef uhrt . Dazu wurden die Zellen in 
100 jjlI Methylcarnoy (75% Methanol, 25% Eisessig) zuerst fur 5 

20 und danach nochmals fur 10 Minuten in Methylcarnoy f ixiert . 
Nach dem Lufttrocknen wurden die fixierten Zellen fur 3 0 Mi- 
nuten im Dunkeln mit 100 /il pro Well Hoechst-Farbstof f (75 
ng/ml) inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit PBS (PBS Dulbecco 
w/o Ca 2+ , Mg 2+ , Biochrom) wurden die Hoechst-gef arbten Zel- 

25 len unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus, WU- Fluoreszenz - 
Wiirfel fur Hoechst) photographiert. 

In den Fig. 3 bis 9 sind die Ergebnisse zur Inhibition der 
YFP-Expression durch dsRNA in kultivierten Zellen zusammenge- 
f asst : 

30 

In Fig. 3, 4, 5 und 6 sind die Effekte von YFP-spezif ischen 
dsRNAs und von Kontroll -dsRNAs auf die YFP-Expression in 
NIH/3T3 -Mausf ibroblasten nach transienter Transfektion zusam- 
mengefasst. Die Experimente wurden wie im Versuchsprotokoll 
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beschrieben durchgef iihrt . Die Konzentration der dsRNA bezieht 
sich auf die Konzentration im Medium wahrend der Transf ekti- 
onsreaktion. Die Bezeichnungen fur die dsRNAs sind der Tabel- 
le 2 zu entnehmen. Dargestellt ist die relative Fluoreszenz 
5 pro Bildausschnitt in Flachenprozent . Pro Well wurden 3 ver- 
schiedene Bildausschnitte ausgewertet . Die Mittelwerte erge- 
ben sich aus den 3 - fach-Ansatzen . 

In den Fig. 7 und 9 ist die spezifische Inhibition der YFP- 
Genexpression durch dsRNAs in HELA-S3 - Zellen dargestellt. 

10 In Fig. 7 ist die hemmende Wirkung unterschiedlich gestalte- 
ter dsRNA-Konstrukte (Tabelle 2) in verschiedenen Konzentra- 
tionen auf die Expression von YFP in HeLa-Zellen dargestellt. 
Fig. 8 zeigt representative f luoreszenzmikroskopische Aufnah- 
men von transient mit YFP transf izierten NIH/3T3 -Maus- 

15 fibroblasten ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerich- 
teten dsRNAs (x 10 0 VergroSerung) . 



8A: 


YFP-Kontrolle 


8B: 


SI, 10 nM 


8C: 


S4, 10 nM 


8D: 


S7, 10 nM 


8E: 


S7/S11, 1 nM 


8F: 


S7/S12, 1 nM 



Fig. 9 zeigt representative f luoreszenzmikroskopische Aufnah- 
25 men von transient mit YFP transf izierten HELA-3S-Zellen ohne 
dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 
VergroSerung) . 



9A: 


K2-Kontrolle / 10 nM 


9B: 


SI, 10 nM 


9C: 


S4, 10 nM 


9D: 


S7, 10 nM 


9E: 


S7/11, 1 nM 


9F: 


S7/12, 1 nM 


9G: 


S1A/S4B, 10 nM 
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9H: YFP-Kontrolle 
Ergebnisse : 

5 Fig. 3 zeigt , dass die YFP-Expression nach transieriter 

Kotransf ektion von Mausf ibroblasten mit dem YFP-Plasmid und 
spezifisch gegen die YFP-Sequenz gerichteten dsRNAs dann be- 
sonders wirkungsvoll gehemmt wird, wenn die 3 " -Enden der 22 
und 19 Basenpaare enthaltenden Bereiche der dsRNAs einzel- 

10 strangige Abschnitte von 2 Nukleotiden (nt) aufweisen. Wah- 

rend die dsRNA SI mit glatten 3 " -Enden bei einer Konzentrati- 
on von 1 nM (bezogen auf die Konzentration im Zellkultur- 
Medium wahrend der Durchf uhrung der Transf ektion) keine inhi- 
bitorischen Effekte auf die YFP-Expression zeigt, inhibieren 

15 die dsRNAs S7 (19 Nukleot idpaare) und S4 (22 Nukleotidpaare) 
mit jeweils 2nt Uberhangen an beiden 3 ''-Enden die YFP- 
Expression urn 50 bzw . um 70% im Vergleich zu den entsprechen- 
den Kontroll- dsRNAs K3 und K2 . Bei einer Konzentration von 10 
nM inhibiert die als SI bezeichnete dsRNA mit glatten Enden 

2 0 die YFP-Expression um -65%, wahrend die Inhibition der YFP- 

Expression durch die S4 dsRNA -93% betragt (Fig. 4) . Der in- 
hibitorische Effekt der mit S4 und S7 bezeichneten dsRNAs ist 
konzentrationsabhangig (Fig. 3 und 4, siehe auch Fig. 7) . 

25 Fig. 4 zeigt, dass fur die effiziente Unterdriickung der YFP- 
Genexpression die einzelstrangige Ausbildung nicht an beiden 
3 " -Enden (auf Sinn- und Antisinn-Strang) notwendig ist. Um 
eine moglichst effektive Inhibition der YFP-Expression zu er- 
reichen, ist lediglich der 2nt-Uberhang am 3 ' -Ende auf dem 

3 0 Antisinn-Strang notwendig. So liegt die Inhibition der YFP- 

Expression bei einer Konzentration von 1 nM bei den beiden 
dsRNAs S4 (mit 2nt -Uberhangen auf beiden 3 "-Enden) und 
S1A/S4B (mit einem 2nt-Uberhang auf dem 3 "-Ende des Antisinn- 
Stranges) bei -70%. Befindet sich dagegen der 2nt-Uberhang 
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auf dem 3 " -Ende des Sinn-Stranges (und das 3^-Ende des Anti- 
sinn-Stranges tragt keinen einzelstrangigen Bereich) , so 
liegt die Inhibition der YFP-Genexpression lediglich bei 50%. 
Analog ist die Inhibition bei hoheren Konzentrationen deut- 
5 lich besser, wenn mindestens das 3 "-Ende des Antisinn- 
Stranges einen 2nt-Uberhang tragt. 

Eine deutlichere Hemmung der YFP- Express ion wird erreicht, 
wenn der basengepaarte Bereich 21 Nukleotid-Paare statt 22 

10 (SI und S4) , 20 (S13 bzw. S13/14) oder 19 (S7) umfasst (Fig. 
5, 6 und 7) . So betragt die Inhibition der YFP-Expression 
durch SI (2 2 Basenpaarungen mit glatten Enden) in einer Kon- 
zentration von 5 nM -4 0%, wahrend die Inhibition durch S7/S12 
(21 Basenpaarungen mit glatten Enden) , ebenf alls mit 5 nM bei 

15 -92% liegt. Weist die dsRNA mit 21 Basenpaarungen noch einen 
2nt-Uberhang am Antisinnstrang-3 " -Ende (S7/S11) auf, so liegt 
die Inhibition bei - 97% (verglichen mit -73% Inhibition 
durch S4 und -7 0% Inhibition durch S7) . 

20 

III. Untersuchung der Serumstabilitat der doppelstrangigen 
RNA (dsRNA) : 

Ziel ist es, die in den Zellkulturen gefundene Effektivitat 
2 5 der durch dsRNAs vermittelten Hemmung der Genexpression von 
Zielgenen fur den Einsatz in vivo zu steigern. Dies wird 
durch eine verbesserte Stabilitat der dsRNAs im Serum und 
durch eine daraus resultierende verlangerte Verweilzeit des 
Molekuls im Kreislauf bzw. die damit verbundenen erhohte- 
30 wirksame- Konzentration des f unktionellen Molekuls erreicht. 

Ausf uhrungsbeispiel : 
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Die Serumstabilitat der die GFP-Expression hemmenden dsRNAs 
wurde ex vivo in murinem und humanem Serum getestet . 

Versuchsprotokoll : 

5 

Die Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum mit der ent- 
sprechenden dsRNA erfolgte bei 3 7°C. Es wurden je 85 fxl Serum 
mit 15 /il 100/xM dsRNA inkubiert . Nach bestimmten Inkubations- 
zeiten (30 min, lh, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h) wurden die Proben 
10 bei -80°C eingefroren. Als Kontrolle wurde dsRNA ohne Serum 
( + 85 jil ddH 2 0) und dsRNA mit Serum zum Zeitpunkt 0 verwendet . 

Fur die Isolierung der dsRNA aus dem Inkubationsansat z , die 
auf Eis erfolgte, wurden jeweils 400 jil 0,1% SDS zu den An- 

15 satzen gegeben und diese einer Phenolextraktion unterzogen: 

Pro Ansatz wurden 500 /xl Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol 
(IAA, 25:24:1, Rot i®- Phenol , Roth, Karlsruhe) zugegeben und 
fur 30 sec auf hochster Stufe gevortext (Vortex Genie-2; 
Scientific Industries) . Nach lOminutiger Inkubation auf Eis 

2 0 erfolgte die Phasentrennung durch Zentrif ugat ion bei 

12 . OOOxg, 4°C, fur 10 min (Sigma 3K30, Rotor 12131-H). Die 
obere wassrige Phase (ca. 2 00 jil ) wurde abgenommen und zuerst 
einem DNase I- und danach einem Proteinase K - Verdau unter- 
zogen: Zugabe von 2 0 fxl lOxfach DNasel-Puf f er (10 0 mM Tris, 

25 pH 7,5, 25 mM MgCl 2/ 1 mM CaCl 2 ) und 10 U DNase I (D7291, 

Sigma-Aldrich) , 3 0 min Inkubation bei 3 7°C, erneute Zugabe 
von 6 U DNase I und Inkubation fur weitere 2 0 min bei 3 7°C / 
Zugabe von 5 fxl Proteinase K (20 mg/ml , 04-1075, Peqlab, 
Deutschland) und 30 min Inkubation bei 37°C. Danach wurde ei- 

30 ne Phenolextraktion durchgef uhrt . Dazu wurde 500 jul Phenol : 
Chloroform : IAA (25:24:1) zugegeben, 30 sec auf hochster 
Stufe gevortext, 10 min bei 12.000xg, 4°C, zentrif ugiert , der 
Uberstand abgenommen und nacheinander mit 4 0 /il 3 M Na-Ac 
(Natriumacetat) , pH 5,2, und 1 ml 100% EtOH versetzt, dazwi- 
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schen gut gemischt und fur mindestens 1 h bei -8 0°C gefallt. 
Das Prazipitat wurde durch Zentrif ugation bei 12.000xg fur 30 
min und 4°C pelletiert, mit 70% EtOH gewaschen und erneut 
zentrif ugiert (10 min, 12.000xg, 4°C) . Das luf tgetrocknete 
5 Pellet wurde in 3 0 fil RNA-Gelauf tragspuf f er (7 M Harnstof f, 1 
x TBE (0,09 M Tris-Borat, 0,002 M EDTA (Ethylendiamintetraa- 
cetat) , 0,02% (w/v) Bromphenolblau, 0,02% (w/v) Xylencyanol ) 
aufgenommen und bis zum Gelauftrag bei -2 0 ° C gelagert . 

10 Zur Charakterisierung der dsRNA wurde eine analytische, dena- 
turierende Polyacryl amid- Gel elektrophorese (analytische PAGE) 
durchgef uhrt . Die Harnstof f gele wurden kurz vor dem Lauf her- 
gestellt: 7M Harnstof f (21g) wurde in 25 ml 40% wassrige 
Acrylamid/Bisacrylamid Stammlosung (Rot iphorese-Gel , A515 . 1 , 

15 Roth) und 5 ml 10 x TBE (108 g Tris, 55 g Borsaure, 9,3 g 

EDTA pro L Aqua dest.) unter Ruhren gelost und auf 50 ml mit 
Aqua dest. aufgef iillt . Kurz vor dem GieSen wurden 50 jxl TEMED 
(N,N,N" ,N"-Tetramethylethylendiamin) und 500 ill 10% APS (Am- 
moniumperoxidisulf at) zugesetzt. Nach dem Auspolymerisieren 

2 0 wurde das Gel in eine vertikale Elektrophorese-Apparatur 

(Merck, Darmstadt) eingesetzt und ein Vorlauf fur 3 0 min bei 
konstant 40 mA Stromstarke durchgef uhrt . Als Lauf puff er wurde 
1 x TBE-Puffer verwendet . Vor dem Auftrag auf das Gel wurden 
die RNA-Proben fur 5 min bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt 

2 5 und fur 2 0 sec in einer Tischzentrif uge (Eppendorf, minispin) 
abzentrif ugiert . Es wurden je 15 jjlI auf das Gel aufgetragen. 
Der Lauf erfolgte fur ca. 2h bei einem konstanten Stromflufe 
von 4 0 mA. Nach dem Lauf wurde das Gel 3 0 min bei RT (Raum- 
temperatur) mit Stains all -Farbelosung (2 0 ml Stains all 

30 Stammlosung (200 mg Stains all in 200 ml Formamid gelost) mit 
200 ml Aqua dest. und 180 ml Formamid versetzt) gefarbt und 
die Hintergrundf arbung danach durch Spulen in Aqua dest. fur 
45 min entf ernt . Die Gele wurden mit dem Photodokument at ions - 
system Image Master VDS von Pharmacia photographiert . 
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Die Fig. 10 bis 17 zeigen die Serumstabilitat der dsRNA nach 
Inkubatiori mit humanem bzw. murinem Serum und nachf olgender 
elektrophoretischer Auf t rennung im 20%igem 7M Harnstof fgel . 

5 Fig. 10: Inkubation von SI (0-22-0) in Maus- Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

2 . zum Zeitpunkt 0 

3. fur 3 0 Minuten 

4 . fur 1 Stunde 
10 5. fur 2 Stunden 

6 . fur 4 Stunden 

7 . fur 12 Stunden 

8 . 2 fil 100 /iM SI ohne Inkubation 
S1A) Sinnstrang SI (10 /il 20 fiM S1A) 

15 SIB) Antisinnstrang SI (10 /zl 20 jiM SIB) 

Fig. 11: Inkubation von SI (0-22-0) in humanem Serum 

1 . 2 fil 100 /M SI unbehandelt (ohne Inkubation) 

2. fur 3 0 Minuten 

3 . fur 2 Stunden 

2 0 4. fur 4 Stunden 

5 . fur 6 Stunden 

6 . fur 8 Stunden 

7 . fur 12 Stunden 
8. fur 24 Stunden 

25 S1A) Sinnstrang SI (10 fil 20 fiM S1A) 

SIB) Antisinnstrang SI (10 jil 20 jiM SIB) 

Fig. 12: Inkubation von S7 (2-19-2) in Maus -Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 
2 . fur 3 0 Minuten 

3 0 3. fur 4 Stunden 

4 . fur 12 Stunden 

Fig. 13: Inkubation von S7 (2-19-2) in humanem Serum 

1. Sinnstrang S7 (10 [il 20 jiM S7A) 
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2. Antisinnstrang S7 (10 /xl 20 /zM S7B) 

3. fur 3 0 Minuten 

4 . fur 1 Stunde 

5 . fur 2 Stunden 
5 6 . fur 4 Stunden 

7 . fur 6 Stunden 
8 . fur 12 Stunden 

9. fur 24 Stunden 

10. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

10 Fig. 14: Inkubation von K3 (2-19-2) in Maus- Serum. 

1. Sinnstrang K3 (10 /xl 20 /xM K3A) 

2 . Antisinnstrang K3 (10 /xl 20 /xM K3B) 

3 . zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

4 . zum Zeitpunkt 0 Xmit Serum) 
15 5. fur 3 0 Minuten 

6 . fur 1 Stunde 

7 . fur 2 Stunden 

8 . fur 4 Stunden 

9 . fur 12 Stunden 

2 0 Fig. 15: Inkubation von PKC1/2 (0-22-2) in Maus - Serum 

1. fur 3 0 Minuten 

2 . fur 1 Stunde 

3 . fur 2 Stunden 

4 . fur 4 Stunden 
25 5. fur 12 Stunden 

6. 2 /xl 100 jtxM PKC1/2 (unbehandelt) 

Fig. 16: Inkubation von S1A/S4B (0-22-2) in humanem Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 
2 . fur 24 Stunden 

3 0 3. fur 12 Stunden 

4 . fur 8 Stunden 

5 . fur 6 Stunden 
6 . fur 4 Stunden 
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7 . fur 2 Stunden 

8. fur 3 0 Minuten 

9. Sinnstrang S1A (10 fxl 20 jxM S1A) 

10. Ant is inns t rang S4B (10 fil 20 fiM S4B) 

5 Fig. 17: Inkubation von K2 (2-22-2) in human em Serum 

1. Sinnstrang K2 (10 pi 20 )jlM K2A) 

2 . Antisinnstrang K2 (10 /il 20 /jlM K2B) 

3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

4. fur 3 0 Minuten 
10 5. fur 2 Stunden 

6 . fur 4 Stunden 
7 . fur 6 Stunden 
8 . fur 8 Stunden 
9. fur 12 Stunden 
15 10. fur 24 Stunden 

Ergebnisse : 

dsRNAs ohne einzelstrangige Bereiche an den 3 " -Enden sind im 
2 0 Serum sowohl von Mensch und Maus wesentlich stabiler als 

dsRNAs mit einzelstrangigen 2nt-Uberhangen an den 3 "-Enden 
(Fig. 10 bis 14 und 17). Nach 12 bzw . 24 Stunden Inkubation 
von SI in murinem bzw. humanem Serum ist noch immer eine Ban- 
de in der ursprunglichen Grofee fast vollstandig erhalten. Da- 
2 5 gegen nimmt bei dsRNAs mit 2nt-Uberhangen an beiden 3 "-Enden 
die Stabilitat in humanem als auch im murinen Serum deutlich 
ab. Bereits nach 4 Stunden Inkubation von S7 (Fig. 12 und 13) 
oder K3 (Fig. 14) ist keine Bande in der OriginalgroSe mehr 
detektierbar . 

30 

Urn die Stabilitat von dsRNA im Serum zu erhohen, ist es aus- 
reichend, wenn die dsRNA ein glattes Ende besitzt. Im Maus- 
Serum ist nach 4 Stunden Inkubation (Fig. 15, Bahn 4) die 
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Bande in der OriginalgroEe kaum abgebaut im Vergleich zu S7 
(nach 4 Stunden vollstandiger Abbau; Fig. 12, Bahn 3) . 

Als optimaler KompromiS hinsichtlich der biologischen Wirk- 
5 samkeit von dsRNA kann die Verwendung von dsRNA mit einem 

glattem Ende und einem einzelstrangigem Bereich von 2 Nukleo- 
tiden angesehen werden, wobei sich der einzelstrangige Uber- 
hang am 3' -Ende des Antisinn-Stranges befinden sollte. 

10 Die hier verwendeten Sequenzen sind aus der nachstehenden Ta- 
belle 2 und den Sequenzprotokollen SQ148-151 und 153-167 er~ 
sichtlich. 



Name 


Sequenz- 

proto- 

koll-Nr. 


dsRNA-Sequenz 




SI 


SQ148 
SQ149 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3" 

(B) 3'- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 


0-22-0 


S7 


SQ150 
SQ151 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3" 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUG -5" 


2-19-2 


Kl 


SQ153 
SQ154 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3" 

(B) 3"- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


0-22-0 


K3 


SQ155 
SQ156 


(A) 5 " - GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA - 3 " 

(B ) 3 " -UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA- 5 ** 


2-19-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5"- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3" 

(B) 3"- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


2-22-2 


S1A/ 
S4B 


SQ148 
SQ159 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3" 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 


0-22-2 
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PKC 1/2 


SQ160 
SQ161 


(A) 5"- CUUCUCCGCCUCACACCGCUGCAA -3' 

(B) 3"- GAAGAGGCGGAGUGUGGCGACG -5" 


2-22-0 


S7/S12 


SQ150 
SQ162 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3" 

(B) 3'- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5' 


0-21-0 


S7/S11 


SQ150 
SQ163 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3" 

(B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5' 


0-21-2 


S13 


SQ164 
SQ165 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACU -3' 

(B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGA -5' 


0-20-2 


S13/14 


SQ164 
SQ166 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACU -3' 

(B) 3'- GGUGUACUUCGUCGUGCUGA -5' 


0-20-0 


S4 


SQ167 
SQ159 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3' 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 


2-22-2 


K1A/ 
K2B 


SQ153 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3 ' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


0-22-2 


K1B/ 
K2A 


SQ154 
SQ157 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3' 

(B) 3'- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-0 


SIB/ 
S4A 


SQ149 
SQ167 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3' 

(B) 3'- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5' 


2-22-0 



Tabelle 2 



IV. In vivo-Studie: 

5 

Es wurde „GFP-Labormausen u , die das Grurx-f luoreszierende Pro- 
tein (GFP) in alien Proteinbiosynthese betreibenden Zellen 
exprimieren, doppelstrangige RNA (dsRNA) , die aus der GFP- 
Sequenz abgeleitet wurde, bzw. unspezif ische dsRNA intravenos 
10 in die Schwanzvene injiziert. Am Versuchsende wurden die Tie- 
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re getotet und die GFP- Express ion in Gewebeschnitten und im 
Plasma analysiert . 

Versuchsprotokoll : 

5 

Synthese der dsRNA: 

Mittels eines RNA-Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher che- 
mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 

10 sichtlichen RNA-Einzelstrange und die zu ihnen komplementaren 
Einzelstrange synthetisiert . AnschlieSend erfolgte die Reini- 
gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der HPLC . Als Sau- 
len wurden NucleoPac PA- 10 0 , 9x250 mm der Fa. Dionex, verwen- 
det; als Niedersalz-Puf f er 20 mM Tris, 10 mM NaCl0 4/ pH 6,8, 

15 10% Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 

NaCl0 4 , pH 6,8, 10% Acetonitril. Der Flufi betrug 3 ml /Minute. 
Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolg- 
te durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM NaCl , 

20 auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkuhlen uber 6 Stun- 
den auf Raumtemperatur . 

Versuchstierhaltung und Versuchsdurchf uhrung : 

Es wurde der transgene Labormausstamm TgN (GFPU) 5Nagy (The 

2 5 Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) verwendet, der GFP 

(mit einem beta-Aktin-Promotor und einem CMV intermediate 
early enhancer) in alien bisher untersuchten Zellen expri- 
miert (Hadj antonakis AK et al . , 1993, Mech. Dev. 76: 79-90; 
Hadj antonakis AK et al . , 1998 Nature Genetics 19: 220-222) . 

3 0 GFP- transgene Mause lassen sich eindeutig anhand der Fluores- 

zenz (mit einer UV-Handlampe) von den entsprechenden Wildty- 
pen (WT) unterscheiden. Fur die Zucht wurde jeweils der ent- 
sprechende WT mit einem heterozygotem GFP -Typ verpaart . 
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Die Versuchsdurchf uhrung erfolgte gemaE den deutschen Tier- 
schutzbestimmungen. Die Tiere wurden unter kontrollierten Um- 
weltbedingungen in Gruppen von 3-5 Tieren in Typ III Makro- 
lon-Kafigen der Fa. Ehret , Emmendingen, bei einer konstanten 
5 Temperatur von 22 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12h 
gehalten. Als Sagemehleinstreu wurde Weichholzgranulat 8/15 
der Fa. Altromin, Lage, verwendet . Die Tiere erhielten Lei- 
tungswasser und Standardf utter Altromin 1324 pelletiert (Al- 
tromin) ad libitum. 

10 

Fur die Versuchsdurchf uhrung wurden die heterozygoten GFP- 
.Tiere zu je 3 Tieren gruppenweise in Kafigen wie oben be- 
schrieben gehalten. Die Injektionen der dsRNA-Losung erfolg- 
ten intravenos (i.v.) in die Schwanzvene im 12h-Turnus ( zwi- 
15 schen 5 30 und 7 00 sowie zwischen 17 30 und 19 00 Uhr) uber 5 Tage 
hinweg. Das Inj ekt ions vo lumen betrug 60 fil pro 10 g Korperge - 
wicht und die Dosis betrug 2,5 mg dsRNA bzw. 50 fig pro kg 
Korpergewicht. Die Einteilung in die Gruppen war wie f olgt : 

20 Gruppe A: PBS (phosphate buffered saline) je 60 /zl pro 



10 g Korpergewicht, 



25 



Gruppe B : 



2,5 mg pro kg Korpergewicht einer unspezifi- 
schen Kontroll -dsRNA (Kl-Kontrolle mit glatten 
Enden und einem Doppelstrangbereich von 2 2 Nu- 
kleotidpaaren) , 



30 



Gruppe C : 



2,5 mg pro kg Korpergewicht einer weiteren un- 
spezifischen Kontroll -dsRNA (K3 - Kontroll e mit 
2nt-Uberhangen an beiden 3 " -Enden und einem 
Do PP^lstrangbereich von 19 Nukleot idpaaren) , 



Gruppe D : 



2,5 mg pro kg Korpergewicht dsRNA (spezifisch 
gegen GFP gerichtet, im weiteren als SI be- 
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zeichnet, mi t glatten Enden unci einem Doppel- 
strangbereich von 22 Nukleotidpaaren) , 



5 



Gruppe E : 



2,5 mg dsRNA pro kg Korpergewicht (spezifisch 
gegen GFP gerichtet, im Weiteren als S7 be- 
zeichnet, mit 2nt-Uberhangen an den 3 "-Enden 
beider Strange und einem Doppelstrangbereich 
von 19 Nukleotidpaaren) 



Gruppe F : 



50 ixg Sl-dsRNA pro kg Korpergewicht (also 1/50 
der Dosis der Gruppe D) . 



Nach der letzten Injektion von insgesamt 10 Injektionen wur- 
den die Tiere nach 14- 2 Oh getotet und Organe und Blut wie be- 
15 schrieben entnommen . 

Organentnahme : 

Sofort nach dem Toten der Tiere durch C0 2 - Inhalation wurden 
Blut und verschiedene Organe entnommen (Thymus, Lunge, Herz, 

2 0 Milz, Magen, Darm, Pankreas, Gehirn, Niere und Leber) . Die 

Organe wurden kurz in kaltem, sterilem PBS gespult und mit 
einem sterilen Skalpell zerteilt . Ein Teil wurde fur immunhi- 
stochemische Farbungen in Methyl Carnoys (MC, 6 0% Methanol, 
30% Chloroform, 10% Eisessig) fur 24h fixiert, ein Teil fur 
25 Gef rierschnitte und fur Proteinisolierungen sofort in fliissi- 
gem Stickstoff schockgef roren und bei -8 0°C gelagert und ein 
weiterer, kleinerer Teil wurde fur RNA-Isolierungen in 
RNAeasy-Protect (Qiagen) bei -80°C eingefroren. Das Blut wur- 
de sofort nach der Entnahme 30 min auf Eis gehalten, gemixt , 

3 0 5 min bei 2 00 0 rpm (Mini spin, Eppendorf) zentrif ugiert , der 

Uberstand abgenommen und bei -80 °C gelagert (hier als Plasma 
bezeichnet) . 



Prozessieren der Biopsien: 
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Nach 2 4h Fixierung der Gewebe in MC wurden die Gewebestucke 
in einer auf steigenden Alkoholreihe bei RT (Raumtemperatur) 
dehydriert: je 4 0 min 7 0% Methanol, 8 0% Methanol, 2 x 96% 
Methanol und 3 x 10 0% Isopropanol. Danach wurden die Gewebe 
5 in 100% Isopropanol auf 60 °C im Brutschrank erwarmt, nachfol- 
gend fur lh in einem Isopropanol/Paraf f in-Gemisch bei 60 °C 
und 3 x fur 2h in Paraffin inkubiert und sodann in Paraffin 
eingebettet . Fur Immunperoxidase -Farbungen wurden mit einem 
Rotationsmikrotom (Leica) Gewebeschnitte von 3 jum Schnittdik- 
10 ke angefertigt, auf Objekttrager (Superfrost, Vogel) auf gezo- 
gen und fur 3 0 min bei 60 °C im Brutschrank inkubiert. 

Immunperoxidase -Farbung gegen GFP ; 

Die Schnitte wurden 3x5 min in Xylol deparaf f iniert , in ei- 

15 ner absteigenden Alkoholreihe (3x3 min 100% Ethanol , 2x2 
min 95% Ethanol) rehydriert und danach 2 0 min in 3% 
H 2 0 2 /Methanol zum Blocken endogener Peroxidasen inkubiert. 
Alle Inkubationsschritte wurden im Folgenden in einer feuch- 
ten Kammer durchgef uhrt . Nach 3x3 min Waschen mit PBS wurde 

20 mit dem 1. Antikorper (goat anti-GFP, sc-5384, Santa Cruz 

Biotechnology) 1:500 in 1% BSA/PBS uber Nacht bei 4°C inku- 
biert. Die Inkubation mit dem biotinyliertem Sekundarantikor- 
per (donkey anti-goat; Santa Cruz Biotechnology; 1:2000 Ver- 
dunnung) erfolgte fur 3 0 min bei RT, danach wurde fur 3 0 min 

25 mit Avidin D Peroxidase (1:2000 - Verdunnung , Vector Laborato- 
ries) inkubiert. Nach jeder Antikorper inkubation wurden die 
Schnitte 3x3 min in PBS gewaschen und Pufferreste mit Zell- 
stoff von den Schnitten entfernt. Alle Antikorper wurden in 
1% Rinderserumalbumin (BSA) /PBS verdunnt . Die Farbung mit 

3 0 3 , 3 " -Diaminobenzidin (DAB) wurde mit dem DAB Substrat Kit 
(Vector Laboratories) nach Herstellerangaben durchgef uhrt . 
Als nukleare Gegenfarbung wurde Hematoxylin III nach Gill 
(Merck) verwendet . Nach der Dehydrierung in einer auf steigen- 
den Alkoholreihe und 3x5 min Xylol wurden die Schnitte mit 
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Entellan (Merck) eingedeckt . Die mikroskopische Auswertung 
der Farbung erfolgte mit dem 1X50 Mikroskop von Olympus, aus- 
gestattet mit einer CCD-Camera (Hamamatsu) . 

5 Proteinisolierung aus Gewebestucken : 

Zu den noch gefrorenen Gewebestucken wurden jeweils 80 0 fil 
Isolierungspuf f er (50 mM HEPES, pH 7,5; 150 mM NaCl ; 1 mM 
EDTA; 2,5 mM EGTA; 10% Glycerol; 0,1% Tween; 1 mM DTT; 10 mM 
:S~Glycerol-Phosphat ; 1 mM NaF; 0,1 mM Ma 3 V0 4 mit einer Pro- 

10 tease-Inhibitor-Tablette „Complete" von Roche) zugegeben und 
2 x 30 Sekunden mit einem Ultraturrax (DIAX 900, Dispergier- 
werkzeug 6G, Heidolph) homogenisiert , dazwischen auf Eis ab- 
gekuhlt . Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde gemischt 
und fur 2 0 Minuten bei lO.OOOxg, 4°C, zentrif ugiert (3K30, 

15 Sigma) . Der Uberstand wurde erneut 10 Minuten auf Eis inku- 
biert, gemischt und 20 Minuten bei 15.000xg, 4°C, zentrifu- 
giert . Mit dem Uberstand wurde eine Proteinbestimmung nach 
Bradford, 1976, modifiziert nach Zor & Selinger, 1996, mit 
dem Rot i-Nanoquant- System von Roth nach den Angaben des Her- 

20 stellers durchgef uhrt . Fur die Protein- Eichgerade wurde BSA 
(bovines Serumalbumin) in Konzentrationen von 10 bis 100 
/ig/ml eingeset zt . 



SDS-Gelelektrophorese : 

2 5 Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in 

einer Mult igel -Long Elektrophoresekammer von Biometra mit ei- 
ner denaturierenden, diskontinuierlichen 15% SDS-PAGE (Po- 
lyacrylamid Gelelektrophorese) nach Lammli (Nature 277: 680- 
685, 1970) . Dazu wurde zunachst ein Trenngel mit 1,5 mm Dicke 

30 gegossen: 7,5 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%, 0,9%), 3,8 ml 
1,5 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 /il 10% SDS , 3 , 3 ml Aqua bidest . , 
250 pi Ammoniumpersulfat (10%), 9 fil TEMED (N,N,N",N^- 
Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% 
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SDS uberschichtet . Danach wurde das Sammelgel gegossen: 0,83 
fil Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,9%), 630 fil 1 M Tris/HCl, pH 
6,8, 3,4 ml Aqua bidest . , 5 0 fil 10% SDS, 5 0 fil 10% Ammo ni urn - 
persulfat, 5 fil TEMED. 

5 

Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proteine mit einer 
entsprechenden Menge an 4fach Probenpuffer (200 mM Tris, pH 
6,8, 4% SDS, 100 mM DTT (Dithiotrei thol ) , 0,02% Bromphenol- 
blau, 20% Glycerin) versetzt, fur 5 min im Heizblock bei 

10 100°C denaturiert, nach dem Abkiihlen auf Eis kurz abzentrifu- 
giert und auf das Gel aufgetragen. Pro Bahn wurde die glei- 
chen Plasma- bzw. Proteinmengen eingesetzt (je 3jjl1 Plasma 
bzw. 25 jig Gesamtprotein) . Die Elektrophorese erfolgte was- 
sergekuhlt bei RT und konstant 50 V. Als Langenstandard wurde 

15 der Proteingelmarker von Bio-Rad (Kaleidoscope Prestained 
Standard) verwendet . 

Western Blot und Immundetekt ion : 

Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Polyve- 
20 nyldif luorid) -Membran (Hybond-P, Amersham) erfolgte im semi- 
dry Verfahren nach Kyhse -Anderson (J. Biochem. Biophys. Me- 
thods 10: 203-210, 1984) bei RT und einer konstanten Strom- 
starke von 0,8 mA/cm 2 fur 1,5 h. Als Transf erpuf f er wurde ein 
Tris/Glycin-Puf f er eingesetzt (39 mM Glycin, 46 mM Tris, 0,1 

2 5 % SDS und 2 0% Methanol) . Zum Uberprufen des elektrophoreti - 

schen Transfers wurden sowohl die Gele nach dem Blotten als 
auch die Blotmembranen nach der Immundetekt ion mit Coomassie 
gefarbt (0,1% Coomassie G250, 45% Methanol, 10% Eisessig) . 
Zum Absattigen unspezif ischer Bindungen wurde die Blotmembran 

3 0 nach dem Transfer in 1% Magermilchpulver/PBS fur lh bei RT 

inkubiert. Danach wurde je dreimal fur 3 min mit 0,1% Tween- 
2 0 /PBS gewaschen. Alle nachf olgenden Ant ikorper inkubat ionen 
und Waschschritte erfolgten in 0,1% Tween-20/ PBS. Die Inku- 
bation mit dem Primarant ikorper (goat anti-GFP, sc-5384, San- 
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ta Cruz Biotechnology) in einer Verdiinnung von 1:1000 erfolg- 
te fur lh bei RT. Danach wurde 3x5 min gewaschen und fur lh 
bei RT mit dem Sekundarantikorper (donkey anti-goat IgG Ho- 
seradish Peroxidase gelabelt, Santa Cruz Biotechnology) in 
5 einer Verdiinnung von 1 : 10.000 inkubiert . Die Detektion er- 
folgte mit dem ECL-System von Amersham nach den Angaben des 
Herstellers . 

In den Fig. 18 bis 20 ist die Inhibition der GFP-Expression 

10 nach intravenoser Injektion von spezifisch gegen GFP gerich- 
teter dsRNA mit Immunperoxidase - Farbungen gegen GFP an 3 fiva 
Paraf f inschnitten dargestellt. Im Versuchsverlauf wurde gegen 
GFP gerichtete dsRNA mit einem doppelstrangigen Bereich von 
22 Nukleotid- (nt)paaren ohne Uberhange an den 3 " -Enden (D) 

15 und die entsprechende unspezif ische Kontroll-dsRNA (B) sowie 
spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit einem 19 Nukleo- 
tidpaare umfassenden Doppelstrangbereich mit 2nt -Uberhangen 
an den 3 "'-Enden (E) und die entsprechende unspezif ische Kon- 
troll-dsRNA (C) im 12 Stunden-Turnus uber 5 Tage hinweg 

20 appliziert. (F) erhielt 1/50 der Dosis von Gruppe D. Als wei- 
tere Kontrolle wurden Tiere ohne dsRNA-Gabe (A) bzw. WT-Tiere 
untersucht. Die Fig. 18 zeigt die Inhibition der GFP- 
Expression in Nierenschnitten, Fig. 19 in Herz- und Fig. 2 0 
in Pankreasgewebe . In den Fig. 21 bis 23 sind Western Blot- 

25 Analysen der GFP-Expression in Plasma und Geweben darge- 
stellt. In der Fig. 21 ist die Inhibition der GFP-Expression 
im Plasma, in Fig. 22 in der Niere und in Fig. 23 in Herz ge- 
zeigt. In Fig. 23 sind Gesamtproteinisolate aus verschiedenen 
Tieren aufgetragen. Es wurden jeweils gleiche Gesamtprotein- 

3 0 mengen pro Bahn aufgetragen. In den Tieren, denen unspezif i- 
sche Kontroll-dsRNA verabreicht wurde (Tiere der Gruppen B 
und C) , ist die GFP-Expression gegenuber Tieren, die keiner- 
lei dsRNA erhielten, nicht reduziert . Tiere, die spezifisch 
gegen GFP gerichtete dsRNA mit 2 nt -Uberhangen an den 3 "-Enden 
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beider Strange unci einen 19 Nukleotidpaare umfassenden Dop- 
pelstrangbereich erhielten, zeigten eine signifikant inhi- 
bierte GFP-Expression in den untersuchten Geweben (Herz, Nie- 
re, Pankreas und Blut) , verglichen mit unbehandel ten Tieren 
5 (Fig. 18 bis 23) . Bei den Tieren der Gruppen D und F, denen 
spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit glatten Enden und 
einem 22 Nukleotidpaare umfassenden Doppelstrangbereich 
appliziert wurde , zeigten nur jene Tiere, die die dsRNA in 
einer Dosis von 50 /xg/kg Korpergewicht pro Tag erhielten, ei- 
10 ne spezifische Inhibition der GFP-Expression, die allerdings 
weniger deutlich ausgepragt war als die der Tiere in Gruppe 
E. 

Die zusammenf assende Auswertung von GFP- Inhibition in den Ge- 
webeschnitten und im Western Blot ergibt, dass die Inhibition 
15 der GFP-Expression im Blut und in der Niere am starksten ist 
(Fig. 18, 21 und 22) . 

V. Hemmung der Genexpression des EGF-Rezeptors mit dsRNA 
als therapeutischer Ansatz bei Krebsformen mit EGFR- 

2 0 Uberexpression oder EGFR-induzierter Proliferation: 

Der Epidermal Growth Factor (=EGF). ) -Rezeptor (=EGFR) gehort 
zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen, transmembrane]! Proteinen mit 
einer intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivitat , die an der Kon- 
25 trolle einer Reihe von zellularen Prozessen wie Zellwachstum, 
Zelldif f erenzierungen, migratorischen Prozessen oder der 
Zellvitalitat beteiligt sind (Ubersicht in: Van der Geer et 
al . 1994) . Die Familie der EGFR besteht aus 4 Mitgliedern, 
EGFR (ErbBl) , HER2 (ErbB2) , HER3 (ErbB3) und HER4 (ErbB4) mit 

3 0 einer transmembranen Domane, einer cysteinreichen extrazellu- 

laren Domane und einer intrazellullaren katalytischen Domane. 
Die Sequenz des EGFR, einem 170 kDa Protein, ist seit 1984 
bekannt (Ullrich et al . , 1984). 
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Aktiviert wird der EGFR durch Peptid-Wachstumsf aktoren wie 
EGF, TGFoc (transforming growth factor) , Amphiregulin, Beta- 
cellulin, HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) und 
Neureguline. Ligandenbindung induziert die Bildung von Homo- 
5 oder Heterodimeren mit nachfolgender Autophosphorylierung 

zytoplasmatischer Tyrosine (Ullrich & Schlessinger , 1990; Al - 
roy & Yarden, 1997) . Die phosphoryl ierten Amino saur en bilden 
die Bindungsstellen fur eine Vielzahl von Proteinen, die an 
den proximalen Schritten der Signalweiterleitung in einem 

10 komplexen Netzwerk beteiligt sind. Der EGFR ist an den ver - 

schiedensten Tumor erkrankungen beteiligt und damit ein geeig- 
netes Target fur therapeutische Ansatze (Huang & Harari , 
19 99) . Die Mechanismen, die zu einer aberranten EGFR- 
Aktivierung fuhren, k.onnen auf Uberexpression, Amplif ikation, 

15 konstitutiver Aktivierung mutanter Rezeptor-Formen oder auto- 
krinen Loops beruhen (Voldborg et al . , 1997) . Eine Uberex- 
pression des EGFR wurde fur eine Reihe von Tumoren beschrie- 
ben, wie z.B. Brustkrebs (Walker & Dearing, 1999), Nicht- 
Klein- Lunge nka r z i nom (Fontanini et al . , 1998), Pankreaskarzi- 

20 nomen, Kolonkarzinom (Salomon et al . , 1995) und Glioblastomen 
(Rieske et al . , 1998). Insbesondere fur maligne Glioblastome 
sind bisher keine effizienten und spezifischen Therapeutika 
verf ugbar . 

2 5 Ausf uhrungsbeispiel : 

Zum Nachweis der Wirksamkeit der dsRNA bei der spezifischen 
Inhibition der EGFR-Genexpression wurden U-87 MG-Zellen (hu- 
mane Glioblastomzellen) , ECCAC (European collection of animal 
30 cell culture) Nr. 89081402, verwendet, die mit spezifisch ge- 
gen den EGF-Rezeptor (Sequenzprotokoll SQ 51) gerichteten 
dsRNA transfiziert wurden. Nach ca. 72 Stunden Inkubation 
wurden die Zellen geerntet, Protein isoliert und im Western 
Blot Verfahren die EGFR - Exp re s s i on untersucht . 
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Versuchsprotokoll : 
dsRNA-Synthese : 

5 Mittels eines RNA- Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher che- 
mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 
sichtlichen RNA- Einzel strange und die zu ihnen komplementaren 
Einzel strange synthetisiert . AnschlieSend erfolgte die Reini- 

10 gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der HPLC, Verwendet 
wurde die Saule NucleoPac PA-100, 9x250 mm, der Fa. Dionex; 
als Niedersalz-Puf f er 20 mM Tris, 10 mM NaCl0 4/ pH 6,8, 10% 
Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 
NaCl0 4/ pH 6,8, 10% Acetonitril. Der FluiS betrug 3 ml /Minute. 

15 Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolg- 
te durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM NaCl , 
auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkuhlen iiber 6 Stun- 
den auf Raumtemperatur . 

20 

Aussaat der Zellen: 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in 
einer entsprechenden Werkbank (HS18, Hera Safe, Kendro, 
Heraeus) durchgef uhrt . Die Kultivierung der U-87 MG-Zellen 
25 erfolgte im Brutschrank (C0 2 -lnkubator T20, Hera cell, 

Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% CQ 2 und gesattigter Luftfeuch- 
tigkeit in DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, Biochrom) 
mit 10% FCS (fetal calf serum, Biochrom) , 2 mM L-Glutamin 
(Biochrom) , 1 mM Natrium-Pyruvat (Biochrom) , lxNEAA (Non- 
30 essetial Aminoacids, Biochrom) und Penicillin/Streptomycin 

(100 IE/100 /zg/ml, Biochrom) . Urn die Zellen in der exponent i - 
ellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage 
passagiert. 24 Stunden vor der Applikation der dsRNA mittels 
Transf ektion wurden die Zellen trypsiniert (lOx Trypsin/EDTA, 
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Biochrom, Deutschland) und mit einer Zelldichte von 5 x 10 5 
Zellen/Vert ief ung in einer 6 -Well -Platte (6-Well Schalen, La- 
bor Schubert & Weiss GmbH) in 1,5 ml Wachstumsmedium ausge- 
sat . 

5 

Applikation der dsRNA in kultivierte U-87 MG-Zellen: 
Die Applikation der dsRNA erfolgte mittels Transfektion mit 
dem OligofectAMINE™ Reagent (Life Technologies) gemafi den An- 
gaben des Herstellers. Das Gesamt-Transf ektionsvolumen betrug 
10 1 ml . Zuerst wurde die dsRNA in serumfreiem Medium verdunrit : 
Dazu wurden pro Well 0,5 /xl einer 20 /xM Stammlosung spezi - 
fisch gegen EGFR gerichteten dsRNA und 9,5 fxl einer 20 fiM 
Stammlosung unspezif ischer dsRNA (K1A/K2B) mit 175 fil serum- 
freiem Medium verdunnt (2 00 nM dsRNA im Transf ekt ionsansat z 

15 bzw. 10 nM spezifische EGFR- dsRNA) . Das OligofectAMINE™ Rea- 
gent wurde ebenfalls in serumfreien Medium verdunnt: pro Well 
3 fxl mit 12 jil Medium und danach 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert . Danach wurde das verdunnte OligofectAMINE™ Reagent 
zu den in Medium verdunnt en dsRNAs gegeben, gemischt und fur 

2 0 weitere 2 0 min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde 
ein Mediumwechsel durchgefuhrt . Die Zellen wurden dazu 1 x 
mit 1 ml serumfreiem Medium gewaschen und mit 8 00 fxl serum- 
freiem Medium bis zur Zugabe von dsRNA/ OligofectAMINE™ Reagent 
weiter im Brutschrank inkubiert. Nach der Zugabe von 2 00 }xl 

2 5 dsRNA/ OligofectAMINE™ Reagent pro Well wurden die Zellen bis 
zur Proteinisolierung weiter im Brutschrank inkubiert. 

Proteinisolierung : 

Ca. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geern- 
30 tet und eine Proteinisolierung durchgefuhrt. Dazu wurde das 
Medium abgenommen und das Zellmonolayer 1 x mit PBS gewa- 
schen. Nach Zugabe von 200 fxl Proteinisolierungspuf f er (lx 
Protease-lnhibitor ,, Complete" , Roche, 50 mM HEPES, pH 7,5, 
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150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 , 5 rnM EGTA, 10% Glyzerin, 0,1% 
Tween-2 0, 1 mM DTT, 10 mM p-Glycerinphosphat , 1 mM NaF, 0,1 
mM Na 3 V0 4 ) wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers ab- 
gelost; 10 min auf Eis inkubiert, in ein Eppendorf- 
5 Reaktionsgef a£ uberfuhrt und bei -80°C fur mindestens 30 min 
gelagert . Nach dem Auftauen wurde das Lysat fur 10 sec mit 
einem Dispergierer (DIAX 900, Dispergierwerkzeug 6G, Hei- 
dolph- Instruments GmbH & Co KG, Schwabach) auf Stufe 3 homo- 
genisiert, fur 10 min auf Eis inkubiert und fur 15 min bei 

10 14.000xg, 4°C (3K30, Sigma) zentrif ugiert . Mit dem Uberstand 
wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Roti®- 
Nanoquant - System von Roth (Roth GmbH & Co . , Karlsruhe) nach 
Angeben des Herstellers durchgef uhrt . Dazu wurden je 200 /il 
Proteinlosung in geeigneter Verdiinnung mit 8 00 fil lx Arbeits- 

15 losung gemischt und die Extinktion in Halbmikrokuvetten bei 
450 und 590 nm gegen Aqua dest. in einem Beckman- 
Spektralphotometer (DU 250) gemessen. Fur die Eichgerade wur- 
den entsprechende BSA-Verdunnungen verwendet (perliertes BSA, 
Sigma) . 

20 

SDS-Gelelektrophorese : 

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in 
einer Mult igel -Long Elektrophoresekammer von Biometra mit ei- 
ne r denaturierenden, diskontinuierlichen 7,5% SDS-PAGE (Po- 

25 lyacrylamid Gelelektrophorese) nach Lammli (Nature 277: 680- 
685, 19970) . Dazu wurde zunachst ein Trenngel mit 1,5 mm Dik- 
ke gegossen: 3,75 ml Acrylamid/Bisaacrylamid (30%, 0,9%), 3,8 
ml 1 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 fxl 10% SDS, 7,15 ml Aqua bi- 
dest., 150 ill Ammoniumpersulf at (10%), 9 fil TEMED (N,N,N",N"- 

30 Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% 
SDS uberschichtet . Danach wurde das Sammelgel gegossen: 0,83 
ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,9%), 630 fil 1 M Tris/HCl, pH 
6,8, 3,4 ml Aqua bidest . , 50 fil 10% SDS, 50 fil 10% Ammonium- 
persulf at, 5 ill TEMED. 
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Pur den Auftrag auf das Gel wurden die Proteinproben 1:3 mit 
4x Probenpuffer (200 mM Tris, pH 6,8, 4% SDS, 100 mM DTT 
(Dithiotreithol) , 0,02% Bromphenolblau, 20% Glycerin) ver- 
5 setzt, fur 5 min bei 100 °C denaturiert , nach dem Abkiihlen auf 
Eis kurz abzentrif ugiert und auf das Gel aufgetragen. Pro 
Bahn wurden 3 5 [xg Gesamtprotein aufgetragen. Der Gelauf er- 
folgte wassergekuhlt bei RT und konstant 50 V. Als Langen- 
standard wurde der Kaleidoskop-Proteingelmarker (BioRad) ) 
10 verwendet . 

Western Blot und Immundetekt ion : 

Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Polyve- 
nyldif luorid) -Membran (Hybond-P , Amersham) erfolgte im semi- 

15 dry Verfahren nach Kyhse -Anderson (J. Biochem. Biophys . Me- 
thods 10: 203-210, 1984) bei RT und einer konstanten Strom- 
starke von 0,5 mA/cm 2 fur 1,5 h. Als Transf erpuf f er wurden 
verwendet: Kathodenpuf f er (30 mM Tris, 40 mM Glycin, 10% 
Methanol, 0,01% SDS ; pH 9,4), Anodenpuffer I (300 mM Tris, pH 

2 0 10,4, 10% Methanol) und Anodenpuffer II (3 0 mM Tris, pH 10,4, 
10% Methanol) . Vor dem Zusammenset zen des Blotstapeis mit 3 MM 
Whatman- Papier (Schleicher & Schiill) wurden das Gel in Katho- 
denpuf fer und die PVDF-Membran (zuvor 3 0 sec in 100% Metha- 
nol) in Anodenpuffer II inkubiert (5 min) : 2 Lagen 3MM- Papier 

25 (Anodenpuffer I) , 1 Lage 3MM-Papier (Anodenpuffer II) , PVDF- 
Membran, Gel, 3 Lagen 3MM-Papier (Kathodenpuf fer) . Zum Uber- 
prufen des elektrophoret ischen Transfers wurden sowohl die 
Gele nach dem Blotten als auch die Blotmembranen nach der Im- 
mundetekt ion mit Coomassie gefarbt (0,1% Coomassie G250, 45% 

30 Methanol, 10% Eisessig) . 

Die Blotmembran wurde nach dem Transfer in 1% Magermilchpul- 
ver/PBS/0,1% Tween-20 fur lh bei RT inkubiert. Danach wurde 
dreimal fur 3 min mit 0,1% Tween-20/PBS gewaschen. Alle nach- 



WO 02/055693 



40 



PCT/EP02/00152 



folgenden Antikoperinkubationen und Waschschritte erfolgten 
in 0,1% Tween-2 0/ PBS. Die Inkubation mit dem Primarantikor- 
per (human EGFR extracellular domain, specific goat IgG, Cat- 
Nr. AF231, R&D Systems) erfolgte auf einem Schiittler fur 2h 
5 bei RT in einer Konzentrat ion von 1,5 /ig/ml. Danach wurde 3 x 
5 min gewaschen und fur lh bei RT mit dem Sekundarant ikorper 
(donkey ant i -goat IgG Horseradish Peroxidase gelabelt, Santa 
Cruz Biotechnology) inkubiert (1:10.000 verdunnt) . Nach dem 
Waschen (3 x 3min in PBS/0,1% Tween-20) erfolgte sofort die 

10 Detektion mittels ECL-Reaktion (enhanced chemiluminescence) : 
Zu 18 ml Aqua dest. wurden 200 jil L 6 sung A (250 mM Luminol , 
Roth, gelost in DMSO) , 89 fil Losung B (90 mM p-Coumarsaure , 
Sigma, gelost in DMSO) und 2 ml 30% H 2 0 2 -L6sung pipettiert . 
Je nach MembrangroEe wurden 4-6 ml direkt auf die Membran pi - 

15 pettiert, 1 min bei RT inkubiert und danach sofort ein Ront- 
genfilm (Biomax MS, Kodak) aufgelegt. 

Die hier verwendeten Sequenzen sind in der nachstehenden Ta- 
belle 3 sowie in den Sequenzprotokollen SQ153, 157, 158, 168- 
2 0 173 wiedergegeben . 



ES-7 


SQ168 
SQ169 


(A) 5'- AACACCGCAGCAUGUCAAGAU -3' 

(B) 3'- UUUUGUGGCGUCGUACAGUUC -5' 


2-19-2 


ES-8 


SQ170 
SQ171 


(A) 5'- AAGUUAAAAUUCCCGUCGCUAU -3" 

(B) 3'- CAAUUUUAAGGGCAGCGAUAGU -5" 


2 5 -19-2 5 


ES2A/ 
ES5B 


SQ172 
SQ173 


(A) 5'- AGUGUGAUCCAAGCUGUCCCAA -3' 

(B) 3'- UUUCACACUAGGUUCGACAGGGUU -5" 


0-22-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-2 
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K1A/ 


SQ153 


(A) 


5 " - ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA 


-3' 


0-22-2 


K2B 


SQ158 


(B) 


3 " - UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU 


-5" 





Tabelle 3 

Inhibition der EGFR- Express ion in U-87 MG Glioblastom-Zellen : 
5 24 Stunden nach dem Aussaen der Zellen wurden diese mit 10 nM 
dsRNA wie angegeben (Oligof ectamine) transf iziert . Nach 72 
Stunden wurden die Zellen geerntet und Protein isoliert. Die 
Auftrennung der Proteine erfolgte im 7,5% SDS-PAGE. Pro Bahn 
wurden je 3 5 /xg Gesamtprotein aufgetragen. In Fig. 24 ist die 

10 entsprechende Western Blot -Analyse gezeigt, aus der hervor- 

geht, dass sich mit der spezifisch gegen das EGFR-Gen gerich- 
teten dsRNA mit einem 2nt -Uberhang am 3"-Ende des Antisinn- 
Strangs die EGFR-Expression nach Transf ekt ion in U-87 MG- 
Zellen signifikant gegenuber den entsprechenden Kontrollen 

15 inhibieren lasst. Diese Inhibition der Expression eines endo- 
genen Gens durch spezifische dsRNA bestatigt somit die in 
Ausf uhrungsbeispiel II angefuhrten Ergebnisse zur Inhibition 
der Expression eines nach transienter Transfektion in die 
Zelle eingebrachten artif iziellen Gens. Die durch ES-7 bzw. 

20 ES-8 vermittelte Inhibition der EGFR-Expression ist deutlich 
geringer. Die in Fig. 24 verwendeten dsRNAs sind Tabelle 3 zu 
entnehmen. 

2 5 VI. Hemmung der Expression des Multidrug resistance Gens 

1 (MDR1) : 

Versuchsprotokoll : 

Der in vitro Nachweis fur das Blockieren der MDR1 -Expression 

3 0 wurde in der Kolonkarzinom-Zellinie LS174T (ATCC - American 

Type Culture Collection; Tom et al . , 1976) durchgef xihrt . Von 
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dieser Zellinie ist bekannt, dafe die Expression von MDR1 
durch Zugabe von Rifampicin zum Kulturmedium induzierbar ist 
(Geick et al . , 2001) . Transf ekt ionen wurden mit verschiedenen 
kauf lichen Transf ektions-Kits (Lipof ectamine , Oligof ectamine , 
5 beide Invitrogen; TransMessenger , Qiagen) durchgef uhrt , wobei 
der TransMessenger Transf ektions-Kit sich als fur diese Zel- 
linie am geeignetsten herausstellte . 

Zur Durchf uhrung der RNA- Int erf erenz -Experiment e wurden 4 
10 kurze doppelstrangige Ribonukl e ins aur en R1-R4 eingesetzt, de- 
ren Sequenzen in Tabelle 4) gezeigt sind. Die Ribonukleinsau- 
ren sind mit Abschnitten der kodierenden Sequenz von MDR1 
(Sequenzprotokoll SQ 30)homolog. Die Sequenzen Rl - R3 beste- 
hen aus einem 22-mer Sinn- und einem 24-mer Antisinn-Strang, 
15 wobei der entstehende Doppelstrang am 3'-Ende des Antisinn- 
Stranges einen 2 -Nukleotid-Uberhang aufweist (0-22-2) . Die 
Sequenz R4 entspricht Rl , jedoch besteht sie aus einem 19-mer 
Doppelstrang mit je 2 -Nukleotid-Uberhangen an jedem 3'-Ende 
(2-19-2) . 



Name 


Sequenz- 
proto- 
koll -Nr. 


Sequenz 


Position in 






Daten- 
bank-# 
AF016535 


Seq 
Rl 


SQ141 
SQ142 


5'- CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG A-3' 
3'-UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA UUC U-5' 


1320-1342 
1335-1318 


Seq 
R2 


SQ143 
SQ152 


5'- UAU AGG UUC CAG GCU UGC UGU A-3' 
3 r -CG AUA UCC AAG GUC CGA ACG ACA U-5' 


2599-2621 
2621-2597 


Seq 
R3 


SQ144 
SQ145 


5'- CCA GAG AAG GCC GCA CCU GCA U-3 7 
3'-UC GGU CUC UUC CGG CGU GGA CGU A- 5' 


3778-3799 
3799-3776 


Seq 
R4 


SQ146 
SQ147 


5'- CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG- 3' 
3 7 -UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA U -5' 


1320-1341 
1339-1318 
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Position in 
Daten- 
bank-# 
AF402779 


K1A/ 
K2B 


SQ153 
SQ158 


5'- ACA GGA UGA GGA UCG UUU CGC A- 3' 
3'-UC UGU CCU ACU CCU AGC AAA GCG U-5' 


2829-2808 
2808-2831 



Tabelle 4 



Die in Tabelle 4 gezeigten Sequenzen sind nochmals im Se- 
5 quenzprotokoll als Sequenzen SQ141-147, 152, 153, 158 wieder- 
gegeben. Die dsRNAs wurden in einer Konzentration von 175 nM 
,jeweils als doppelte Ansatze in die Zellen transf iziert , wel- 
che am Tag zuvor in 12 -Loch- Flatten a 3,8 x 10 5 Zel- 
len/ Vert iefung ausgesat wurden. Dazu wurden pro Transf ekti- 

10 onsansatz 93,3 jLtl EC-R-Puffer (TransMessenger Kit, Qiagen, 

Hilden) mit 3,2 /xl Enhancer-R vermengt und danach 3,5 /xl der 
jeweiligen 2 0 /xM dsRNA zugegeben, gut gemischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von jeweils 6 jil 
TransMessenger Transf ection Reagent wurden die Transf ekti- 

15 onsansatze 10 Sekunden kraftig gemischt und 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medi- 
um von den Zellen abgesaugt, einmal mit PBS (Phosphate buffe- 
red saline) gewaschen und 20 0 /xl frisches Medium ohne FCS 
pro Vert iefung auf die Zellen gegeben. Nach Ablauf der 10 - 

20 miniitigen Inkubationszeit wurden je 100 /xl FCS-freies Medium 
zu den Transf ektionsansat zen pipettiert, gemischt, und die 
Mischung tropfenweise zu den Zellen pipettiert (die dsRNA- 
Konzentration von 175 fiM bzieht sich auf 400 fil Medium Ge- 
samtvolumen) . Die dsRNA/ Trans - Me s s enger - Komp 1 exe wurden 4 

25 Stunden bei 37°C mit den Zellen in FCS-freiem Medium inku- 
biert. Danach wurde ein Mediumwechsel durchgef uhrt , wobei das 
frische Medium 10 /xM Rifampicin und 10% FCS enthielt . Als 
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Kontrolle wurde eine unspezif ische dsRNA-Sequenz , die keiner- 
lei Homologie mit der MDRl-Gensequenz auf weist , eingesetzt (K) 
und eine MOCK- Trans fekt ion durchgef uhrt , die alle Reagenzien 
auJSer dsRNA enthielt . 

5 

Die Zellen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden geerntet und die 
Gesamt-RNA mit dem RNeasy-Mini-Kit von Qiagen extrahiert . 10 
[ig Gesamt-RNA jeder Probe wurden auf einem l%igen Agarose- 
Formal dehyd- Gel elektrophoret isch aufgetrennt, auf eine Ny- 
10 lon-Membran geblottet und mit 5 ' -a 32 P-dCTP random- markiert en, 
spezifischen Sonden zuerst gegen MDR1 und nach dem Strippen 
des Blots gegen GAPDH als interne Kontrolle hybridisiert und 
auf Rontgenf ilmen exponiert . 

15 Die Rontgenf ilme wurden digitalisiert (Image Master, VDS 

Pharmacia) und mit der Image -Quant -Software quantif iziert . 
Dabei wurde ein Abgleich der MDR1 -spezifischen Banden mit den 
entsprechenden GAPDH-Banden durchgef uhrt . 

2 0 Ergebnisse : 

Die Fig. 25 und 26 zeigen Northern-Blots (Fig. 25a, 26a) mit 
quantitativer Auswertung der MDR1 -spezifischen Banden nach 
Abgleich mit den entsprechenden GAPDH-Werten (Fig. 25b, 26b) . 
Es konnte eine Reduktion der MDRl-mRNA urn bis zu 55 % im Ver- 
25 gleich zur MOCK-Transf ektion und urn bis zu 45 % im Vergleich 
zur unspezif ischen Kontroll -Trans fekt ion beobachtet werden. 
Nach 48 h ist eine signifikante Reduktion des MDRl-mRNA- 
Niveaus mit den als Rl, R2 , R3 (Tabelle 4) bezeichneten 
dsRNA-Konstrukter; erreicht worden. Mit den R4 -dsRNA- 

3 0 Konstrukten wurde nach 48 h keine signifikante Reduktion ge- 

geniiber den Kontrollen beobachtet (Fig. 2 6a und 2 6b) . 
Nach 74 h war eine deutlich starkere Reduktion des MDRl-mRNA- 
Levels mit Rl, R2 und R3 gegenuber den Kontrollen im Ver- 
gleich zu den 48 h-Werten zu beobachten (Fig. 25a und 25b) . 
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Mit R4 konnte konnte zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine sigi- 
nifikante Verringerung des MDR1 -mRNA-Niveaus erzielt werden . 
Somit reduzieren die Konstrukte mit einem 2nt-Uberhang am 3"- 
Ende des Ant isinnstrangs und einem doppelstrangigen Bereich 
5 aus 22 Nukleotidpaaren, relativ unabhangig von dem jeweiligen 
zum MDR1 -Gen homologen Sequenzbereich (nach 4 8 h; Fig. 2 6b) 
das MDRl-mRNA-Level effizienter als die Konstrukte mit mit 
2nt-Uberhangen an den 3"-Enden beider Strange (Antisinn- und 
Sinnstrang) und einem Doppelstrangbereich von 19 Nukleo- 
10 tidpaaren. Die Ergebnisse bekraftigen damit die in Ausfuh- 
rungsbeispiel IV beschriebene Inhibition der EGFR- 
Genexpression durch spezifische dsRNAs nach Transfektion in 
U-87 MG-Zellen. 



15 Die Transf ektionsef f izienz wurde in einem getrennten Experi- 
ment mit Hilfe eines Texas - Red- markier ten DNA-Oligonukleotids 
(TexRed-A (GATC) 5 T; ebenfalls 175 nM transf iziert ) ermittelt 
(Fig. 27a, 27b; 400fache VergroSerung, 48h nach Transfekti- 
on) . Sie betrug etwa 50% auf der Grundlage der rot fluores- 

20 zierenden Zellen im Vergleich zur Gesamt zellzahl . Berucksich- 
tigt man die Transf ektionsrate der Zellen von etwa 50%, so 
legt die beobachtete Verringerung des MDR1 -mRNA-Niveaus um 
ca. 45-55% liegt (verglichen mit den Kontrollen) , den Schluss 
nahe, dass in alien Zellen, die mit spezifischer dsRNA er- 

25 folgreich transfiziert werden konnten, die MDRl-mRNA nahezu 
vollstandig und spezifisch abgebaut wurde. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in ei- 
ner Zelle umfassend die folgenden Schritte : 

5 

Einfiihren mindestens einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

10 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

15 

und wobei die dsRNA zumindest an einem Ende (El, E2) der 
dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang 
auf weist . 

2 0 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA I den Uberhang 
am 3 ' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende des 
anderen Strangs (ssl) auf weist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA I an ei- 

2 5 nem Ende (El, E2) glatt ausgebildet 1st. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das glatte Ende (El, E2) 
das 5' -Ende des einen Strangs (asl) enthalt . 

3 0 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 

der Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 
Nukleotiden, gebildet ist. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest eine entsprechend der dsRNA I nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche ausgebildete weitere doppelstrangige 
Ribonukleinesaure (dsRMA II) in die Zelle eingefuhrt wird, 

5 wobei der eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
einen Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten 
Bereich (Bl) des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang 
(as2) oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) 
der dsRNA II komplementar zu einem zweiten Bereich (B2) des 
10 Zielgens ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 
25, vorzugsweis 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleo- 

15 tidpaaren aufweist/en. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise 
uberlappen oder aneinander grenzen. 

20 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist . 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
3 0 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions-Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
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ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierenden Molekulen . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 das Zielgen das MDRl-Gens ist . 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus 
zwei jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnse- 

10 quenzen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen 
SQ141 - 173 verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Expression nach dem Prinzip der RNA- Interf erenz gehemmt 

15 wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmo- 
dien, exprimiert wird. 

20 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus ein humanpa- 
25 thogenes Virus oder Viroid ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

30 19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substitu- 
iert sind. 
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20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest ein Ende (El, E2) der dsRMA I/II modi f i ziert wird, 
um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken . 

5 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der durch die komplementaren Nukleot idpaare bewirkte Zusam- 
menhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine 
chemische Verknupfung erhoht wird. 

10 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van- der - Waal s- oder Stapelungswech- 

15 selwirkungen, oder durch Metall- Ionenkoordination gebildet 
wird. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 

20 E2) gebildet ist. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 

25 zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy- 1 , 3 -propandiol ) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind . 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 

3 0 nutzte verzweigte Nukleot idanaloga gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
wird . 

5 28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zur Hers t el lung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N- 
acetyl-N"- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psora- 
10 len. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl - 

15 Gruppen gebildet wird. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

20 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen wird. 

25 32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I /I I an mindestens ein von einem Virus stammendes, 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden . 

30 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 
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34. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein das Virus -Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

5 35. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

10 36. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I /I I zum primaren oder 
prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

37. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
15 die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 

ist . 

38. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 

2 0 Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

39. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenom- 

2 5 men ist. 

40. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion in- 
travenos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verab- 

3 0 reicht wird. 

41. Verwendung einer die doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer 
Zelle, 
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wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
5 schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

10 

42. Verwendung nach Anspruch 41, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 1 -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 

15 43. Verwendung nach Anspruch 41 oder 42, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

44. Verwendung nach Anspruch 43, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl) enthalt . 

20 

45. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 44, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

25 46. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 45, wobei zu- 
mindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem der 
Anspruche 41 bis 4 5 ausgebildete doppelstrangige Ribonuklei- 
nesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefiihrt wird, wobei der 
eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen 

3 0 Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten Be- 
reich (Bl) des Sinn-Strangs des Zielgens ist, und wobei der 
weitere Strang (as2) oder zumindest ein Abschnitt des weite- 
ren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar zu einem zweiten 
Bereich (B2) des Zielgens ist. 
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47. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, auf einander folgenden Nukleotidpaaren 

5 aufweist/en. 

48. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise uber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

10 

49. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 48, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstan- 
det sind. 

15 50. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 49, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

51. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 50, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 

2 0 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adha s i ons - Mo 1 ekiil en und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metasta- 
sierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene 
von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulieren- 

2 5 de Molekulen. 

52. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 51, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gens ist. 

30 53. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 52, wobei als 
dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei 
jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequen- 
zen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 
- 173 verwendet wird. 
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54. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 53, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz gehemmt wird. 

5 55. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 54, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimiert wird. 

56. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 55, wobei das 
10 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist . 

57. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

15 58. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

59. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 58, wobei un- 
gepaarte. Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 

20 sind. 

60. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 59, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert wird, um ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 

2 5 strange ent gegenzuwi rken . 

61. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 60, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 

3 0 Verknupf ung erhoht wird. 

62. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 61, wobei die 
chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ionische Bin- 
dung, eine Wasserstof f briickenbindung, hydrophobe Wechselwir- 
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kungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechsel- 
wirkungen, oder durch Metall - Ionenkoordination gebildet wird. 

63. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 62, wobei die 
5 chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, E2) 

gebildet ist. 

64. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 63, wobei die 
chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 

10 dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3 -propandiol) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

65. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 64, wobei die 
15 chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden benutzte 

verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

66. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 65, wobei die 
chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 

20 

67. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 66, wobei die 
chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

68. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 67, wobei zur 
2 5 Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine der 

folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bif unktionelle 
Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N-acetyl -N" - 
(p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psoralen. 

30 69. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 68, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl - 
Gruppen gebildet wird. 
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70. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 69, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

5 71. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 70, wobei die 
dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in Li- 
posomen, eingeschlossen wird. 

72. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 71, wobei die 
10 dsRNA I /II an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden . 

15 73. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 72, wobei das 
Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist . 

74. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 73, wobei das 
Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 

2 0 Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

75. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 74, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 

25 sidartigen Gebildes gewandt ist. 

76. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 75, wobei der 
eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder pro- 
zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

30 

77. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 76, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle ist. 
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78. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 77, wobei die 
dsRNA I/II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 
Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

5 

79. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 78, wobei die 
dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung auf genommen 
ist . 

10 80. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 79, wobei die 
dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verabreicht 
wird . 

15 81. Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

2 0 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 4 9 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist , 

und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
2 5 einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur komplemen- 
tar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

30 

82. Medikament nach Anspruch 81, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 1 -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 ' -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 
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83. Medikament nach Anspruch 81 oder 82, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

84. Medikament nach Anspruch 83, wobei das glatte Ende (El, 
5 E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl) enthalt . 

85. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 84, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

10 

86. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 85, enthal- 
tend zumindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach ei- 
nem der Anspriiche 81 bis 8 5 ausgebildete doppelstrangige Ri- 
bonukleinesaure (dsRNA II) , wobei der eine Strang (asl) oder 

15 zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (asl) der dsRNA I 
komplementar zu einem ersten Bereich (Bl) des Zielgens ist, 
und wobei der weitere Strang (as2) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des weiteren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar 
zu einem zweiten Bereich (B2) des Zielgens ist. 

20 

87. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 86, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren 
aufweist/en. 

25 

88. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 87, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnitt sweise iiber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

30 89. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 88, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

90. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 89, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
5 ne von Proteinasen sowie von Apoptose - und Zellzyklusregulie- 
rende Molekulen. 



10 



91. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gen ist . 



92. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei als 

dsRNA eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei jeweils 

zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequenzen 

(ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 - 
15 173 verwendet wird. 



93. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 92, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA- Inter ferenz gehemmt wird. 

20 94. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 93, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimierbar ist. 

95. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 94, wobei das 
25 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

96. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

30 97. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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98. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 97, wobei un- 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 
sind. 

5 99. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 98, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert ist, um einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 
st range entgegenzuwirken . 

10 100. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 99, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verknupfung erhoht ist. 

15 101. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 100, wobei 

die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 

20 ist. 

102. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 101, wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 
E2) gebildet ist. 

25 

103. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3 -propandiol) - und/oder 

3 0 Oligoethylenglycol-Ketten sind. 



104. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 
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105. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet ist. 

5 106. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 105, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
ist . 

107. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 106, wobei 
10 zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 

der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N- 
acetyl-N" - (p-glyoxyl -benzoyl ) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psora- 
len. 

15 

10 8. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 107, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 

20 

10 9. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

25 110. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei 

die dsRNA i/ll in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen ist. 

111. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 110, wobei 
3 0 die dsRNA I an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
ist/sind. 
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112. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 111, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

113. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 112, wobei 

5 das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

114. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 113, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 

10 Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

115. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 114, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I zum primaren oder pro- 

15 zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

116. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 115, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 

20 

117. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 116, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 118. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 117, wobei 
die dsRNA in einer Menge von hochstens 5 mg pro Verabrei- 
chungseinheit enthalten ist. 

119. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 118, wobei 
3 0 die dsRNA in eine Pufferlosung aufgenommen ist. 

120. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 119, wobei 
die dsRNA oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verabreichbar 
ist . 
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121. Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle umfassend die folgenden Schritte : 

Einfuhren mindestens einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 



10 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

15 

und wobei die dsRNA zumindest an einem Ende (El, E2) der 
dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang 
auf weist . 



20 122. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 ' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 

123. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA I an 
25 einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

124. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5'-Ende des einen Strangs (asl) enthalt. 



30 



125. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 
Nukleotiden, gebildet ist. 
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126. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zumindest eine entsprechend der dsRNA I nach einem der vor- 
hergehenden Anspriiche ausgebildete weitere doppelstrangige 
Ribonukleinesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefiihrt wird, 
5 wobei der eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
einen Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten 
Bereich (Bl) des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang 
(as2) oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) 
der dsRNA II komplementar zu einem zweiten Bereich (B2) des 
10 Zielgens ist. 

12 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 
25, vorzugsweis 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleo- 
15 tidpaaren aufweist/en. 

128. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise 
iiberlappen oder aneinander grenzen. 

20 

12 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 130. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist . 

131- Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
3 0 Cytokin-Gen, Id- Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekiilen, von Adhasions-Molekiilen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
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ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierenden Molekulen. 

132. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 das Zielgen das MDRl-Gens ist. 

133. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus 
zwei jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnse- 

10 quenzen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen 
SQ141 - 173 verwendet wird. 

134. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
die Expression nach dem Prinzip der RNA- Inter ferenz gehemmt 

15 wird. 

135. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmo- 
dien, exprimiert wird. 

20 

136. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

137. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus ein humanpa- 

2 5 thogenes Virus oder Viroid ist. 

13 8. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

3 0 13 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 

ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substitu- 
iert sind. 
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140. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest ein Ende (El, E2) der dsRNA i/ll modifiziert wird, 
um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken . 

5 

141. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusam- 
menhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine 
chemische Verknupfung erhoht wird. 

10 

142. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der -Waals- oder S tape lungs we ch- 

15 selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
wird. 

143. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 

20 E2) gebildet ist. 

144. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 

25 zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy- 1 , 3 -propandiol ) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

14 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 
3 0 nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

14 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 
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147. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
wird. 

5 14 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N- 
acetyl-N" - (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psora- 
10 len. 

149. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl - 

15 Gruppen gebildet wird. 

150. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

20 

151. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen wird. 

25 152. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I /I I an mindestens ein von einem Virus stammendes, 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hiillprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

30 

153. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist . 
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154. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

5 155. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

10 156. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder 
prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

157. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche , wobei 
15 die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 

ist . 

158. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 

2 0 Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

159. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenom- 

25 men ist. 

160. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion in- 
travenos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verab- 

30 reicht wird. 

161. Verwendung einer die doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer 
Zelle, 
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wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 4 9 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
5 schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

10 

162. Verwendung nach Anspruch 41, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 ■ -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 

15 163. Verwendung nach Anspruch 41 oder 42, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

164. Verwendung nach Anspruch 43, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl) enthalt . 

20 

165. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 44, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

25 166. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 45, wobei zu- 
mindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem der 
Anspriiche 41 bis 45 ausgebildete doppelstrangige Ribonuklei- 
nesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefiihrt wird, wobei der 
eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen 

30 Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten Be- 
reich (Bl) des Sinn-Strangs des Zielgens ist, und wobei der 
weitere Strang (as2) oder zumindest ein Abschnitt des weite- 
ren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar zu einem zweiten 
Bereich (B2) des Zielgens ist. 
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167. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 47, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren 

5 aufweist/en. 

168. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 47, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise iiber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

10 

169. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 48, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstan- 
det sind. 

15 170. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 49, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

171. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 50, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 

2 0 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekiilen, von Adhasions -Molekiilen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metasta- 
sierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene 
von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulieren- 

2 5 de Molekiilen. 

172. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 51, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gens ist. 

30 173. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 52, wobei als 
dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei 
jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequen- 
zen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 
- 173 verwendet wird. 
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174. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 53, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA- Interf erenz gehemmt wird. 

5 175. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 54, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimiert wird. 

176. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 55, wobei das 
10 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist . 

177. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

15 178. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

179. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 58, wobei un~ 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 

20 sind. 

180. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 59, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert wird, um ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 

2 5 strange entgegenzuwirken . 

181. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 60, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 

3 0 Verknupf ung erhoht wird. 

182. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 61, wobei die 
chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische Bin- 
dung, eine Wasserstof f briickenbindung, hydrophobe Wechselwir- 
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kungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechsel- 
wirkungen, oder durch Metall - 1 onenkoordi na t i on gebildet wird. 

183. Verwendung nach eitoem der Anspruche 41 bis 62, wobei die 
5 chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, E2) 

gebildet ist. 

184. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 63, wobei die 
chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 

10 dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3 -propandiol ) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

185. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 64, wobei die 
15 chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden benutzte 

verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

186. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 65, wobei die 
chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 

20 

187. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 66, wobei die 
chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

188. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 67, wobei zur 
2 5 Hers t el lung der chemischen Verknupfung mindestens eine der 

folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bif unktionelle 
Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N-acetyl-N" - 
(p-glyoxyl -benzoyl ) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psoralen. 

30 189. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 68, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet wird. 
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190. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 69, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

5 191. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 70, wobei die 
dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in Li- 
posomen, eingeschlossen wird. 

192. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 71, wobei die 
10 dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

15 193. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 72, wobei das 
Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

194. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 73, wobei das 
Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 

2 0 Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

195. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 74, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 

25 sidartigen Gebildes gewandt ist. 

196. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 75, wobei der 
eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder pro- 
zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

30 

197. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 76, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle ist. 
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198. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 77, wobei die 
dsRNA I/II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 
Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

5 

199. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 78, wobei die 
dsRNA I /I I zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenommen 
ist . 

10 200. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 79, wobei die 
dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verabreicht 
wird . 

15 201. Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

2 0 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 4 9 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist , 

und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
25 einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur komplemen- 
tar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang auf weist . 

30- 

202. Medikament nach Anspruch.81, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 1 -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 
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203. Medikament nach Anspruch 81 oder 82, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist . 

204. Medikament nach Anspruch 83, wobei das glatte Ende (El, 
5 E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl) enthalt . 

205. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 84, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleot iden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

10 

206. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 85, enthal- 
tend zumindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach ei- 
nem der Anspriiche 81 bis 85 ausgebildete doppelstrangige Ri- 
bonukleinesaure (dsRNA II) , wobei der eine Strang (asl) oder 

15 zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (asl) der dsRNA I 
komplementar zu einem ersten Bereich (Bl) des Zielgens ist, 
und wobei der weitere Strang (as2) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des weiteren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar 
zu einem zweiten Bereich (B2) des Zielgens ist. 

20 

207. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 86, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren 
aufweist/ en . 

25 

208. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 87, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise uber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

3 0 2 09. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 88, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

210. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 89, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberflachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
5 ne von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zell zyklusregulie- 
rende Molekiilen. 



10 



211. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gen ist . 



212. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei als 
dsRNA eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei jeweils 
zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequenzen 
(ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 - 
15 173 verwendet wird. 



213. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 92, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA- Interf erenz gehemmt wird. 

20 214. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 93, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimierbar ist. 

215. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 94, wobei das 
25 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

216. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

30 217. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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218. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 97, wobei un- 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 
sind. 

5 219. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 98, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert ist, um einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 
strange entgegenzuwirken . 

10 220. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 99, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verknupfung erhoht ist. 

15 221. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 100, wobei 

die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f briickenbindung , hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall - Ionenkoordinat ion gebildet 

20 ist. 

222. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 101, wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 
E2) gebildet ist. 

25 

223. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy- 1 , 3 -propandiol ) - und/oder 

3 0 Oligoethylenglycol-Ketten sind. 



224. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 
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225. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet ist. 

5 22 6. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 105, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
ist . 

227. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 106, wobei 
10 zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 

der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N- 
acetyl-N"- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psora- 
len. 

15 

228. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 107, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 

20 

229. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der NShe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

25 230. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei 

die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen ist. 

231. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 110, wobei 
3 0 die dsRNA I an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
ist/sind. 
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232. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 111, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet 1st . 

233. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 112, wobei 

5 das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

234. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 113, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidart igen Gebildes aus dem 

10 Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

235. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 114, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I zum primaren oder pro- 

15 zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

236. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 115, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 

20 

237. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 116, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

2 5 23 8. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 117, wobei 
die dsRNA in einer Menge von hochstens 5 mg pro Verabrei- 
chungseinheit enthalten ist. 

239. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 118, wobei 
30 die dsRNA in eine Pufferlosung aufgenommen ist. 

240. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 119, wobei 
die dsRNA oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
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nos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verabreichbar 
ist . 
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